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Zusammenfassung 
 
Das Adeno-assoziierte Virus (AAV), ein Vertreter der Parvoviridae, wurde zu einem sehr 
erfolgreichen Vektorsystem entwickelt. Einen wichtigen Beitrag hierzu hat die Verfügbarkeit 
der verschiedenen Serotypen geleistet. Zwei dieser Serotypen, AAV2 und AAV8, wurden in 
dieser Arbeit näher untersucht. Beide Serotypen akkumulieren nach intravenöser Gabe in 
der Leber, aber nur AAV8 vermittelt eine effiziente Transgenexpression. In meiner Arbeit 
konnte ich deutlich zeigen, dass AAV2 im Gegensatz zu AAV8 in Hepatozyten einen 
intrazellulären Block erfährt. So wurde AAV2 zwar signifikant effizienter als AAV8 in humane 
(HepG2) und murine (H2.35) Hepatozyten aufgenommen, aber im Vergleich zu AAV8 waren 
deutlich mehr intrazelluläre AAV2-Partikel nötig, um in Hepatozyten eine Genexpression zu 
erreichen. Die Identifizierung des limitierenden Schritts könnte durch die Visualisierung der 
Transduktion erleichtert werden. Bis zu meiner Arbeit waren mikroskopische Analysen für 
AAV8 jedoch nicht möglich, da keine Antikörper zur Verfügung stehen. Um diese Limitation 
zu überwinden, markierte ich das AAV-Kapsid genetisch mit Fluoreszenzproteinen. Hierzu 
verwendete ich GFP, CFP, DsRed und mCherry, die ich genetisch an den N-Terminus des 
VP2 fusionierte. Bei der Vektorherstellung werden die Fusionsproteine dann in das Kapsid 
eingebaut. Die Vektorpräparationen wiesen genomische Titer auf, die mit denen von nicht-
markierten Viren vergleichbar waren und konnten erfolgreich zur Visualisierung verwendet 
werden. Durch diese technische Entwicklung können – wie hier gezeigt - nun auch Ko-
Transduktionen mit genetisch-markierten AAV2 und AAV8 Vektoren durchgeführt werden.  
Im zweiten Teil meiner Arbeit konnte ich die Rolle der Phospholipase A2 (PLA2)-Domäne, die 
sich in der unique region des VP1 befindet, aufklären. Eine Mutation im katalytischen 
Zentrum der PLA2 führt zu einer signifikanten Abnahme des infektiösen Titers (Girod et al., 
2002). Diese Abnahme begründet sich nicht in einer ineffizienten zellulären Aufnahme, wie 
ich durch quantitative Bestimmung der intrazellulären Partikel zeigen konnte. Auch werden 
sowohl die Mutante als auch das AAV2 effizient in die perinukleäre Region transportiert. Da 
der intrazelluläre Transport von AAV innerhalb von Endosomen erfolgt und späte 
Endosomen in der perinuklären Region zu detektieren sind, könnte die 
Phospholipaseaktivität an der Freisetzung der viralen Partikel aus den Endosomen und/oder 
am Kerneintritt beteiligt sein. Meine Ergebnisse sprachen gegen letztere Hypothese. 
Dagegen konnte ich zeigen, dass die Inhibierung des proteasomalen Abbaus sowie wie 
Verwendung der endoosmolytischen Aktivität des Adenovirus die Transduktionseffizienz der 
Mutante deutlich steigerte. Daraus lässt sich ableiten, dass die Mutante innerhalb von 
Endosomen zurückgehalten wird und dass die PLA2 Aktivität für die Freisetzung von AAV 
aus den Endosomen benötigt wird. 
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Abstract 
 
Adeno-associated virus (AAV), a member of the parvovirus family, has gained increasing 
attention as vector platform due to the availability of a number of different serotype which 
differ in their tropism. Two of these serotypes, AAV2 and AAV8, are of interest for this work. 
Both serotypes accumulate in liver following intravenous injection into mice, but only AAV8 
elicits a successful gene expression. Within this work, I provided evidence that AAV2 
mediated gene transfer into hepatocytes - in contrast to AAV8  - is limited at a post entry 
step. AAV2 was superior to AAV8 in cell entry into a human (HepG2) and a murine (H2.35) 
hepatocyte cell line, but in comparison to AAV8 significant fewer intracellular particles of 
AAV2 successfully contributed to vector genome expression. To investigate the AAV 
hepatocyte cell interaction in more detail, visualization of the infection process ought to be 
auxiliary. However, up to my work, imaging studies could not be performed with AAV8 since 
anti-AAV8 antibodies were lacking. I circumvented this limitation by genetic-labelling of the 
viral capsid. Briefly, the fluorescent proteins GFP, CFP, DsRed and mCherry, respectively, 
were fused to the N-terminus of VP2, the second largest of the AAV capsid proteins, and 
incorporated as fusion protein into the AAV capsid during vector packaging. Viral vector 
preparation of genetically labelled AAV particles were produced to titers comparable to AAV 
with unmodified capsids, and viral preparation were used successfully for imaging studies. 
Due to this development co-infection studies of genetically labelled AAV2 and AAV8 can now 
be performed as shown here in proof-of-principle experiments.  
The second part of my work allows to clarify the role of the secretory phospholipase A2 
(sPLA2) domain located in the unique region of the largest AAV capsid protein (VP1) in AAV2 
infection biology. A mutation in the catalytic center of the PLA2 motiv causes a dramatic drop 
in infectivity (Girod et al., 2002) which is not due to impaired cell entry as shown by qPCR 
analysis of intracellular vector genomes. Both vectors, AAV2 with unmodified capsid and the 
mutant, were also efficiently transported towards the perinuclear area. Since AAV is 
transported within endosomes and late endosomes are located in the perinuclear area, 
phospholipase activity could be involved in endosomal escape and/or nuclear entry. For the 
latter hypothesis no evidence could be provided. In contrast, mutant could be rescued by 
inhibiting proteasomal degradation and by applying the endoosmolytic activity of adenovirus 
revealing that the mutant is trapped within this compartment and that PLA2 activity permits 
endosomal escape.  
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1 Einleitung 
 
1.1 Adeno-assoziiertes Virus 
 
1.1.1 Klassifizierung des Adeno-assoziierten Virus 
 
Parvoviren zählen mit einem Durchmesser von 18 - 26 nm zu den kleinsten bekannten Viren 
(lat. parvus = klein). Viren dieser Familie weisen ein einzelsträngiges DNA-Genom von etwa 
5 kb auf, welches von einem nicht umhüllten ikosaedrischen Kapsid umschlossen wird. Die 
Familie der Parvoviridae wird in zwei Unterfamilien unterteilt: Densovirinae, welche Viren 
umfasst, die Insekten infizieren, und Parvovirinae, welche Viren umfasst, die Vertebraten 
infizieren. Die Parvovirinae werden wiederum in die drei Genera Parvo-, Erythro- und 
Dependovirus geteilt.  
In die Gattung Parvovirus sind bislang nur tierpathogene Parvoviren eingeordnet, etwa das 
feline, canine oder porcine Parvovirus aber auch das minute virus of mice (MVM). Der 
Gattung Erythrovirus wird das einzige bislang bekannte humanpathogene Virus der 
Parvoviridae zugeordnet, das Parvovirus B19. Parvovirus B19 verursacht die Kinderkrankheit 
Ringelröteln (Erythema infectiosum). Bei einer Infektion von Frauen im zweiten oder dritten 
Schwangerschaftstrimester kann das Virus diaplazentär auf den Fötus übertragen werden 
und Hydrops fetalis und den Abgang des Fötus verursachen (Brown, 2000; Vafaie und 
Schwartz, 2004). AAV gehört zum Genus Dependovirus. AAV wurde 1965 entdeckt, als 
mehrere Gruppen kleine, gleichmäßig geformte virusähnliche Partikel beschrieben, die sie 
bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen des Simian Adenovirus Typ 15 (SV15) 
entdeckten (Atchison et al., 1965; Melnick et al., 1965). Die beschriebenen Partikel waren 20 
nm groß und zeigten eine ikosaedrische Symmetrie. Da diese Partikel aus Protein und DNA 
zusammengesetzt waren, wurde angenommen, dass es sich um Viren handelt (Atchison et 
al., 1965; Mayor et al., 1965). Die Partikel konnten sich nur in Anwesenheit von Adenovirus 
replizieren und wurden deshalb Adenovirus-assoziierte defekte Viren genannt (Atchison et 
al., 1965). 
Es sind keine Symptome oder Krankheiten mit einer AAV-Infektion assoziiert, obwohl 80 – 
90% der erwachsenen Bevölkerung seropositiv für AAV sind (Berns und Linden, 1995). Es 
konnte sogar gezeigt werden, dass AAV in der Lage ist, eine Adenovirus, bovine 
Papillomvirus oder SV40 bedingte zelluläre Transformation zu inhibieren (De la Maza und 
Carter, 1981; Hermonat, 1989; Khleif et al., 1991) und dass es einen zytotoxischen Effekt auf 
maligne Zellen ausübt (Raj et al., 2001). 
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Die Genera Parvo- und Erythrovirus umfassen autonome Viren, anders als AAV, welches 
eingeordnet in die Gattung Dependovirus nicht-verwandte Helferviren für seine Replikation 
benötigt. Als Helfervirus kann Adenovirus, Herpes-simplex-Virus, Vacciniavirus, das humane 
Cytomegalievirus oder das humane Papillomvirus fungieren (Cockley and Rapp, 1987; 
McPherson et al., 1985; Richardson and Westphal, 1981; Schlehofer et al., 1986). Es wurde 
jedoch gezeigt, dass die Replikation von AAV auch durch genotoxischen Stress, 
hervorgerufen von chemikalischen und physikalischen Karzinogenen, induziert werden kann 
(Schlehofer et al., 1986; Yakobson et al., 1987; Yakobson et al., 1989; Yalkinoglu et al., 
1988). AAV ist in der Lage bei Abwesenheit eines Helfervirus in einen latenten Zustand 
überzugehen, indem es sein Genom stabil in das Wirtszellgenom integriert. Bei Anwesenheit 
eines Helfervirus kann dieses integrierte Genom dazu dienen, neue AAV Partikel zu 
generieren (Berns, 1990). 
Bis heute sind 12 Serotypen von AAV beschrieben. Die Serotypen AAV1 – 4 und 6 wurden 
als Kontaminationen in adenoviralen Präparationen entdeckt. AAV1 und AAV3 wurden aus 
einer Adenovirus Typ 7 Präparation isoliert, AAV2 aus einer Adenovirus Typ 12 Präparation 
(Hoggan et al., 1966). AAV4 wurde in mit Simian Adenovirus Typ 15 infizierten afrikanischen 
Grünen Meerkatzen gefunden (Parks et al., 1967). AAV6 entdeckte man in einer Adenovirus 
Typ 5 Präparation. Es scheint sich dabei um eine Rekombination von AAV1 und AAV2 zu 
handeln (Rutledge et al., 1998; Xiao et al., 1999). AAV5 wurde aus einem penilen 
Condylomata lata extrahiert und unterscheidet sich erheblich in seiner Sequenz und in 
seinen serologischen Eigenschaften von den anderen Serotypen (Bantel-Schaal und zur 
Hausen, 1984; Chorini et al., 1999). AAV7 – 11 wurden mittels PCR isoliert, AAV7 und AAV8 
aus Gewebe von Rhesusaffen (Gao et al., 2002), AAV9 aus humanem Gewebe (Gao et al., 
2004) und AAV10 und AAV11 aus Gewebe von Javaneraffen (Mori et al., 2004). AAV12 
wurde in einer Simian Adenovirus 18 Präparation der ATCC entdeckt (Schmidt et al., 2008). 
AAV9 wurde bislang nur in humanem Gewebe gefunden (Gao et al., 2004). 
Seroepidemiologischen Studien nach sind AAV2, 3 und 5 endemisch im Menschen, während 
man Affen für den natürlichen Wirt von AAV 1, 4, 7 und 8 hält (Chiorini et al., 1997; Gao et 
al., 2002; Grimm und Kay, 2003; Xiao et al., 1999). 
AAV Serotypen unterscheiden sich in ihrem Tropismus. In der Maus findet man AAV2 nach 
systemischer Injektion in einer ganzen Reihe von Geweben z.B in Leber, Lunge, Muskel, 
Bauchspeicheldrüse, Auge und dem zentralen Nervensystem (ZNS). Vergleicht man 
allerdings die Effizienz der Transgenexpression, dann stellt man fest, dass die 
Transgenexpression anderer Serotypen wie AAV5 im ZNS und AAV8 in Leber und Muskel 
deutlich besser ist (Davidson et al., 2000; Gao et al., 2002; Grimm und Kay, 2003; Wang et 
al., 2005; Zabner et al., 2000). 
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1.1.2 Genomstruktur des Adeno-assoziierten Virus 
 
Das einzelsträngige DNA-Genom von AAV2 hat eine Länge von 4679 Nucleotiden 
(Srivastava et al., 1983). Es wird in drei funktionelle Einheiten unterteilt, der offene 
Leserahmen (ORF) rep, der ORF cap und die inverted terminal repeats (ITR), welche die 
beiden ORF`s flankieren. Das Genom weist drei Promotoren auf (p5, p19 und p40) sowie ein 
Polyadenylierungssignal (polyA), das für alle Transkripte des Genoms verwendet wird.  
Der 5`-ORF rep kodiert für vier Rep-Proteine. Alle vier Rep-Proteine sind multifunktionelle 
Nicht-Strukturproteine und wurden nach ihrem Molekulargewicht benannt (Rep78, Rep68, 
Rep52, Rep40). Die Transkription der größeren Rep-Proteine (Rep78, Rep68) wird durch 
den p5-Promotor kontrolliert, die Transkription der kleineren (Rep52, Rep40) durch den p19-
Promotor (Lusby und Berns, 1982). Rep68 ist eine Spleißvariante von Rep78, Rep40 ist eine 
Spleißvariante von Rep52, die durch Herausspleißen eines jeweils gemeinsamen Introns 
entsteht. Die größeren Rep-Proteine sind wichtig für die ortsspezifische Integration in das 
Wirtsgenom, für die Transkription der viralen ORF`s und die Kontrolle der Replikation. Rep78 
und Rep68 zeigen ATPase- und Helikase-Aktivität (Im und Muzyczka, 1990; Im und 
Muzyczka, 1992; Philpott et al., 2002a/b; Zhou et al., 1999). Zudem weisen beide Proteine 
im gemeinsamen C-terminalen Abschnitt ein Kernlokalisationssignal (NLS) auf (Cassell und 
Weitzman, 2004). Die kleineren Proteine Rep52 und Rep40 scheinen an der Akkumulation 
und der Verpackung der viralen DNA in die vorgefertigten Kapside beteiligt zu sein (Dubielzig 
et al., 1999; King et al., 2001). Die Rep-Proteine können in Anwesenheit eines Helfervirus als 
Transaktivator und in Abwesenheit eines Helfervirus als Repressor der Transkription der 
Promotoren p5 und p19 agieren (Kyöstiö et al., 1994; Pereira et al., 1997). Zudem können 
die größeren Rep-Proteine sogar die Prozessierung der cap Transkripte regulieren (Qiu und 
Pintel, 2002). 
Der 3`-ORF cap kodiert für die drei Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3. Die Transkription 
dieses ORF wird durch den p40-Promotor kontrolliert. Drei Kapsidproteine bilden im 
Verhältnis 1:1:10 das aus 60 Untereinheiten bestehende Kapsid (Kronenberg et al., 2001). 
Alle drei Kapsidproteine weisen die gleichen C-terminalen Sequenzen auf, unterscheiden 
sich jedoch in ihren N-terminalen Sequenzen. Die Translation von VP1 wird durch 
alternatives Spleißen des p40-Transkripts reguliert (Becerra et al., 1988). Die Translation von 
VP2 erfolgt durch Benutzung eines ungewöhnlichen, alternativen Startcodons (ACG) 
(Becerra et al., 1985). Die Molekulargewichte der Kapsidproteine betragen 90 kDa (VP1), 72 
kDa (VP2) und 60 kDa (VP3). VP3 allein ist ausreichend, um Kapside zu bilden. VP1 wird 
jedoch zur Bildung infektiöser Partikel benötigt (Warrington et al., 2004). VP2 scheint in vitro 
weder zur Kapsidbildung noch zur Bildung infektiöser Partikel unabdingbar zu sein (Lux et 
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al., 2005; Warrington et al., 2004). Die Formierung des Kapsides aus den einzelnen 
Kapsidproteinen findet im Zellkern statt (Wistuba et al., 1995; Wistuba et al., 1997). 
Die 145 nt langen ITR`s bilden das 5`- und das 3`-Ende des viralen Genoms. Aufgrund ihrer 
palindromischen Sequenz bilden sich diese zu einer typischen Haarnadelstruktur aus. Die 
ITR`s werden benötigt, um die viralen Genome in die aus den Kapsidproteinen vorgeformten 
Kapside zu verpacken. Sie weisen eine Rep-Bindestelle (RBS) und eine terminal resolution 
site (TRS) auf, an der die größeren Rep-Proteine spezifisch mittels Endonukleaseaktivität 
schneiden (Im und Muzyczka, 1990; McCarty et al., 1994a/b). Die ITR`s enthalten zudem 
den Replikationsursprung, sind entscheidend bei der ortsspezifischen Integration des viralen 
Genoms in das humane Chromosom 19 und sind auch an der Reaktivierung des Provirus 
beteiligt (Berns, 1990; Feng et al., 2006; Hauswirth und Berns, 1977; Labow und Berns, 
1988; McLaughlin et al., 1988; Samulski et al., 1987). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-1: Genomstruktur des Adeno-Assoziierten-Virus 2 (AAV2). 
Das AAV2 Genom umfasst 4680 Nukleotide, die hier in 100 Karteneinheiten unterteilt sind. Das Genom wird von 
den inverted terminal repeats (ITRs) flankiert und weist drei virale Promotoren an den Kartenpositionen 5 (p5), 19 
(p19) und 40 (p40) sowie ein Polyadenylierungssignal an der Karteneinheitsstelle 96 (poly A) auf. Die offenen 
Leserahmen (ORF) werden als rote und blaue Rechtecke dargestellt, nichttranslatierte Bereiche als 
durchgehende Linien und Introns als Unterbrechungen dieser Linien. Der p5 Promotor kontrolliert die Expression 
der großen Rep Proteine (Rep78, Rep68) während der p19 Promotor die der kleinen Rep Proteine kontrolliert 
(Rep52, Rep40). Rep68 und Rep40 sind Spleißvarianten von Rep78 bzw. Rep52. Der p40 Promotor kontrolliert 
die Expression der Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3. Diese Abbildung wurde freundlicherweise von N. Huttner 
zur Verfügung gestellt. 
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Bei Betrachtung der phylogenetischen Verwandtsschaftsverhältnisse zwischen AAV2 und 
den anderen Serotypen zeigt sich bei Analyse der Aminosäuresequenz von VP1 folgende 
Homologie: AAV1 (83 %), AAV3 (88 %), AAV4 (60 %), AAV6 (83 %), AAV7 (82 %), AAV8 
(83 %), AAV10 (84 %) und AAV11 (65 %) (Gao et al., 2002; Mori et al., 2004). AAV5 
unterscheidet sich phylogenetisch am stärksten und weist nur eine Homologie von 58 % auf 
(Bantel-Schaal et al., 1999).  
 
 
1.1.3 Infektionsbiologie des AAV 
 
Die Infektion von Zellen durch AAV ist ein mehrstufiger Prozess. Der Bindung des 
Viruskapsids an die Zellmembran folgt die Aufnahme des Virus in die Zelle und der 
intrazelluläre Transport. Das Genom gelangt in den Zellkern, wo es zur Replikation des 
Virusgenoms kommt. Die Infektionsbiologie von AAV ist im Detail immer noch nicht 
verstanden. Abbildung 1-3 zeigt das derzeitige Modell für AAV2, den am besten 
untersuchten Serotyp. 
 
 
1.1.3.1 Virus-Zellmembran-Interaktion 
 
Single Virus Tracing Untersuchungen zeigen diffuse Bewegungen von AAV2 außerhalb der 
Zelle und eine Verlangsamung der Bewegungen bei Annäherung an die Zellmembran. Die 
Bewegungen stoppen bei Kontakt mit der Membran. Meist kommt es zu mehreren Kontakten 
bevor AAV2 in die Zelle aufgenommen wird (Seisenberger et al., 2001). 
Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) wurde als Primärrezeptor von AAV2 beschrieben 
(Summerford und Samulski, 1998). Die Bindung von AAV2 an HSPG erfolgt über fünf 
Aminosäurereste (R484, R487, K532, R585, R588), die sich in allen Kapsidproteinen finden 
(VP3-Bereich). Mutationsanalysen zeigten, dass vor allem R585 und R588 essentiell für die 
Interaktion mit HSPG sind (Kern et al., 2003; Opie et al., 2003 ; Wu et al., 2000). 
Erstaunlicherweise konnte dennoch beobachtet werden, dass AAV2 auch in Zellen 
eindringen kann, auf deren Zellmembran kein HSPG vorhanden ist (Duan et al., 2000). Auch 
für AAV3 wurde HSPG als Primärrezeptor beschrieben, AAV4 und AAV5 binden hingegen 
an 2,3-O- bzw. an 2,3-N-Sialinsäuren (Rabinowitz et al., 2002; Kaludov et al., 2001; Walters 
et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass α2,3- und α2,6-N-Sialinsäuren Rezeptoren für 
AAV1 bzw. AAV6 sind (Wu et al., 2006). Die Bindung an Sialinsäuren durch AAV6 ist 
allerdings abhängig vom Zelltyp und Differenzierungsstatus der Zelle (Seiler et al., 2006). 
AAV6 bindet auch an Heparin, ein lösliches HSPG Analogon. Dennoch scheint HSPG für 
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AAV6 nicht als Primärrezeptor zu fungieren, weil eine Inhibierung der HSPG Bindung durch  
Blockierung der HSPG Bindestellen durch Heparin keinen Einfluss auf die Infektionseffizienz 
durch das Virus hat (Halbert et al., 2001). Für die Infektion durch AAV8 scheint der 37/67-
kDa Laminin Rezeptor (LamR) wichtig zu sein. Die Überexpression dieses Rezeptors 
verstärkt allerdings auch die Transduktion durch andere Serotypen wie AAV2, AAV3 und 
AAV9 (Akache et al., 2006). Die Primärrezeptoren für AAV7 und AAV10-12 sind noch nicht 
bekannt. Die Infektion von Zellen durch AAV12 scheint allerdings unabhängig von 
Sialinsäuren und HSPG zu sein (Schmidt et al., 2008). 
AAV benötigt für eine erfolgreiche Internalisierung neben den oben genannten 
Primärrezeptoren auch Co-Rezeptoren. Für AAV2 sind bislang fünf Co-Rezeptoren 
beschrieben. Die Bindung an den fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR-1), den 
hepatocyte growth factor receptor (HGFR oder c-met) und den Laminin-Rezeptor (LamR) 
scheinen den Virus:Zell-Kontakt zu verstärken (Akache et al., 2006; Kashiwakura et al., 
2005; Qing et al., 1999). Ferner wurden Integrine (αVβ5, α5β1) als Co-Rezeptoren 
beschrieben. Diese sind an der Induktion der Endozytose beteiligt (Asokan et al., 2006; 
Sanlioglu et al., 2000; Summerford et al., 1999). Der Co-Rezeptor FGFR-1 wurde auch für 
AAV3 als ein möglicher Co-Rezeptor beschrieben (Blackburn et al., 2006). Platlet derived 
growth factor receptor (PDGFR) wurde als Co-Rezeptor von AAV5 identifiziert (Di Pasquale 
et al., 2003). Es wurde diskutiert, ob PDGFR auch alleine als Rezeptor agieren kann, da es 
sich hierbei um ein Sialo-Glykoprotein handelt (Daniel et al., 1987; Hosang, 1988). 
 
 
1.1.3.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose von AAV 
 
Der Endozytoseprozess ist für AAV2 und AAV5 untersucht worden. Nach Bindung an seinen 
Rezeptor dringt AAV2 durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in Clathrin-bedeckten Vesikeln 
in Dynamin-abhängiger Weise in die Zelle ein (Bartlett et al., 2000; Duan et al., 1999). Mittels 
der Single Virus Tracing-Methode konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme einzelner 
Viren innerhalb von 64 ms erfolgen kann (Seisenberger et al., 2001). Auch AAV5 konnte 
hauptsächlich in Clathrin-bedeckten Vesikeln nachgewiesen werden. Allerdings hat man 
AAV5 auch in seltenen Fällen in nichtbedeckten Vesikeln, eventuell Caveoli, gefunden 
(Bantel-Schaal et al., 2002). Integrine sind in der Lage, die Organisation des Zytoskeletts zu 
beeinflussen und mechanische Stimuli in biochemische Signale übersetzen zu können 
(Ingber et al., 2003; Parsons, 1996; Tapon und Hall, 1997). Die Bindung von AAV2 an seine 
Co-Rezeptoren (αVβ5, α5β1) führt durch intrazelluläre Signalweiterleitung zur Aktivierung von 
Rac1, welches an endozytotischen Prozessen beteiligt ist. Zusätzlich zur Steuerung der 
Endozytose wird durch dieses kleine GTP-bindende Protein die Phosphoinositol-3-Kinase 
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(PI3K) aktiviert (Bokoch et al., 1996; Sanlioglu et al., 2000). PI3K ist am Transport von 
Vesikeln und der Organisation des Zusammenbaus von Mikrotubuli und Mikrofilamenten 
beteiligt (Kapeller und Cantley, 1994). Die Integrine αVβ5 und α5β1 vermitteln so letztendlich 
die Endozytose und den Transport von AAV2 in Endosomen aus der Pheripherie der Zelle in 
perinukleare Bereiche. Eine Depolymerisierung der Mikrofilamente, welche bei der 
Endozytose benötigt werden, durch Cytochalasin B reduziert die perinukleare Akkumulation 
von AAV fast vollständig (Sanlioglu et al., 2000). Interessanterweise dringt auch das 
Adenovirus, Helfervirus von AAV, mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in Clathrin-
bedeckten Vesikeln in die Zelle ein. Auch für dieses Virus ist die Aktivierung von PI3K und 
Rac1 ein entscheidener Faktor für die Internalisierung und den intrazellulären Transport, 
allerdings wird bei einer Adenovirusinfektion Rac1 durch PI3K aktiviert (Li et al., 1998b). 
 
 
1.1.3.3 Endosomaler Transport von AAV 
 
AAV wird innerhalb von Endosomen entlang von Mikrotubuli aus der Peripherie der Zelle in 
perinukleare Bereiche transportiert (Bartlett et al., 2000; Douar et al., 2001). Die 
Depolymerisierung von Mikrotubuli durch Nocodazole verhindert die perinukleare 
Akkumulation der Viren (Sanlioglu et al., 2000). Während des Transports in den Endosomen 
kommt es zur Prozessierung der Viren. Eine mangelnde Prozessierung in den Endosomen 
kann zu einer deutlich verminderten Transduktionseffizienz führen (Hansen et al., 2001a). 
Die Prozessierung von Viren (z.B. die Ubiquitinylierung) kann jedoch auch ein limitierender 
Schritt für eine effiziente Transduktion der Zelle sein, wie Duan und Kollegen für die Infektion 
von polaren Atemwegsephithelzellen gezeigt haben (Duan et al., 2000). Es wurde außerdem 
beobachet, dass AAV4, AAV5 und bovines AAV in der Lage sind Endothel- und Epithelzellen 
mittels Transzytose zu durchqueren. Dieser Vorgang ist serotyp- und zelltypspezifisch. Für 
AAV5 konnte zudem gezeigt werden, dass der Zelleintrittsmechanismus für die Transzytose 
sich von dem der Transduktion unterscheidet (Di Pasquale und Chiorini, 2006). 
Beschreibungen für die subzelluläre Verteilung von AAV2 sind vielfältig und teilweise 
kontrovers. AAV2 scheint hauptsächlich in Endosomen transportiert zu werden und aus 
späten Endosomen in das Zytoplasma überzutreten. Diese These belegen zahlreiche 
Experimente mit Brefeldin A, welches die Transition von frühen zu späten Endosomen 
inhibiert, Bafilomycin A1, welches die Protonenpumpe V-ATPase inhibiert und 
Ammoniumchlorid, welches den endosomalen pH-Wert neutralisiert. Diese Substanzen 
unterbinden die Transduktionseffizienz von AAV2 erheblich (Bartlett et al., 2000; Douar et al., 
2001; Hansen et al., 2001a). Weitere Versuche mit subzellulärer Fraktionen und bildlicher 
Darstellung bestätigen diese Vermutung (Ding et al., 2006; Seisenberger et al., 2001). Es 
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gibt jedoch auch Hinweise, dass das Virus schon aus den frühen Endosomen ins 
Zytoplasma eintritt (Xiao et al., 2002). Die subzelluläre Verteilung scheint auch abhängig von 
der Virusmenge zu sein. Ding und Kollegen haben gezeigt, dass die Viren bei geringeren 
Mengen (MOI 102 Genomen / Zelle) vorwiegend durch frühe und späte Endosomen 
transportiert werden, bei höheren Mengen (MOI 104 Genomen / Zelle) vorwiegend durch 
frühe Endosomen und das perinuklearen Recycling Endosom (PNRE) (Ding et al., 2006). 
Diese Untersuchungen werden durch die Beobachtung gestützt, dass AAV2 kurz nach der 
Transduktion mit Transferrin kolokalisiert, da Transferrin wie AAV2 durch clathrin-abhängige 
Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen wird (Duan et al., 1999). 
Transferrin wird dann von den frühen Endosomen zum PNRE transportiert (Ren et al., 1998; 
Sönnichsen et al., 2000). AAV2 und AAV5 konnten außerdem auch im trans-Golgi-Netzwerk 
nachgewiesen werden (Bantel-Schaal et al., 2002; Pajusola et al., 2002). 
 
 
1.1.3.4 Endosomenaustritt von AAV 
 
Aufgrund der verschiedenen Aussagen hinsichtlich der subzellulären Verteilung von AAV 
und da auch der Mechanismus für den endosomalen Austritt noch nicht sicher aufgeklärt ist, 
ist immer noch unklar, wann, wo und wie AAV aus den Endsomen in das Cytoplasma 
übertritt. Der N-Terminus von VP1 weist eine virale Phospholipase A2 auf (Abb. 1-2), die eine 
entscheidene Rolle für die Infektiösität von AAV und anderen Parvoviren spielt und deren 
Existenz in Viren vorher nicht bekannt war (Girod et al., 2002; Ros et al., 2006; Vihinen-
Ranta et al., 2002; Zádori et al., 2001). Eine Mutation (HD/AN) im katalytischen Zentrum der 
PLA2 verursacht einen dramatischen Abfall der Infektiösität von AAV und anderen Parvoviren 
(Girod et al., 2002; Zádori et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von 
VP1 - und bei AAV auch der von VP2 - auf der Innenseite des AAV-Kapsides verdeckt liegt. 
Der N-Terminus von VP1, im Fall von AAV möglicherweise auch der von VP2, kann in vitro 
mittels Hitze, Behandlung mit Harnsäure oder mit Lösungen, welche einen niedrigen pH-
Wert aufweisen, durch Induzierung einer Konformationsänderung des Kapsids auf dessen 
Oberfläche exponiert werden (Cotmore et al., 1999; Kronenberg et al., 2005; Ros et al., 
2006; Suikkanen et al., 2003; Vihinen-Ranta et al., 2002). Die Exponierung erfolgt durch die 
Poren der Fünffach-Symmetrie-Achsen  des Kapsids (Bleker et al., 2005; Farr et al., 2006). 
Sonntag und Kollegen haben die Exponierung von VP1/VP2-N-Termini auch in vivo im 
Verlauf einer AAV-Infektion nachweisen können, wohingegen Viren, deren Fünfach-
Symmetrie-Achsen mutiert sind, hierzu nicht in der Lage waren. Aufgrund des Zeitpunktes 
und des Ortes der Konformationsänderung vermuten die Autoren, dass diese in Endosomen 
stattfindet, wie es auch für MVM beschrieben worden ist (Mani et al., 2006; Sonntag et al., 
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2006). Es konnte vielfach gezeigt werden, dass ein endosomaler Ansäuerungsschritt 
entscheidend für eine effiziente Infektion der Zelle ist, da eine Inhibierung der Ansäuerung 
durch Bafilomycin A1 oder Ammoniumchlorid die perinukleare Akkumulation von AAV bzw. 
die Expression des Transgens unterbindet (Bartlett et al., 2000; Douar et al., 2001; Stahnke 
et al., in Vorbereitung). Diese Beobachtungen legen nahe, dass der ausbleibende niedrige 
pH-Wert eine Induzierung der Konformationsänderung des Kapsides verhindert. Die 
Behandlung mit Bafilomycin A1 konnte tatsächlich zum Teil die Exponierung der VP1/VP2-N-
Termini und somit der Phospholipase verhindern (Sonntag et al., 2006). Es wurde diskutiert, 
ob die virale Phospholipase A2 (PLA2) für den Austritt aus den Endsomen verantwortlich ist 
(Girod et al., 2002). Die PLA2 spielt hierbei tatsächlich eine entscheidende Rolle (Stahnke et 
al., in preparation). Auch für MVM konnte eine Beteiligung der PLA2 am endosomalen Austritt 
gezeigt werden, für CPV wurde diese diskutiert (Farr et al., 2005; Suikkanen et al., 2003). 
Parvoviren scheinen nicht durch Lyse der endosomalen Membran, sondern nur durch 
geringe Porenformierung aus diesen freigesetzt zu werden. Für CPV wurde gezeigt, dass bei 
einer Infektion nur kleine Moleküle zusammen mit den Viren in das Cytoplasma übertreten 
können, größere hingegen nicht (Suikkanen et al., 2003; Parker und Parrish, 2000). 
Nach dem Austritt des Virus aus den Endosomen in das Cytoplasma ist das virale Kapsid 
Ziel von Ubiquitinylierung (Duan et al., 2000; Yan et al., 2002). Interessanterweise konnte 
gezeigt werden, dass intakte Kapside nicht ubiquitinyliert werden (Yan et al., 2002). Diese 
Beobachtung unterstützt die Annahme, dass AAV während des endosomalen Transportes 
seine Kapsidkonformation ändert und aufgrunddessen nach dem Austritt ubiquitinyliert wird. 
Ubiquitinylierungen sind in der Zelle ein Signal für proteasomale Degradierung des 
markierten Proteins. Es ist jedoch anzumerken, dass Ubiquitin auch Proteasomen-
unabhängige Funktionen ausüben kann (Mukhopadhyay und Riezman, 2007). Der Einsatz 
von Proteasomen-Inhibitoren wie MG132 und MG101 (LLnL) führen bei Infektionen von 
AAV1-5 und AAV7-8 zu einer deutlichen Steigerung der Transduktionseffizienz (Denby et al., 
2005; Douar et al., 2001; Duan et al., 2000; Hacker et al., 2005; Jennings et al., 2005; Yan et 
al., 2002; Yan et al., 2004). Die Ursache für die Steigerung der Transduktionseffizienz ist 
nicht bekannt. Sie kann durch die Inhibiton der Degradierung hervorgerufen sein, allerdings 
ist auch ein verbessertes Auseinanderfalten des Virus, eine gesteigerte perinukleäre 
Akkumulation oder Translokation in den Kern als Grund möglich (Duan et al., 2000; Yan et 
al., 2002).   
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1.1.3.5 Perinukleare Akkumulation und Kerneintritt von AAV 
 
Die perinukleare Akkumulation von AAV beginnt zwischen 30 min nach Infektion, einzelne 
Viren erreichen den Kern sogar schon nach 15 min (Bartlett et al., 2000; Seisenberger et al., 
2001). Diese Ansammlung von Viren bleibt auch noch Stunden nach Beginn der 
Genexpression bestehen (Xiao et al., 2002). Der überwiegende Teil der Viren ist noch intakt 
und enthält das virale Genom. Eine spezifische Akkumulation von viralen Partikeln lässt sich 
im Verlauf der Infektion in Einstülpungen des Zellkerns nachweisen (Lux et al., 2005; 
Seisenberger et al., 2001). Diese Einstülpungen der Kernmembran sind tiefe, tubuläre 
Strukturen, deren Funktion nicht bekannt ist. Es wird vermutet, dass sie eine Rolle im 
Transportprozess zwischen Kern und Zytoplasma spielen, da der umschlossene Bereich 
zum Zytoplasma gehört und die Membran Kernporen aufweist (Fricker at al., 1997). Für das 
Virus könnte eine Akkumulation in diesen tubulären Strukturen also einen engen Kontakt zu 
einer großen Fläche an Kernmembran und Kernporen bedeuten. 
Die Mikroinjektion von AAV-Partikeln in das Zytoplasma führt nicht zur Expression des 
kodierenden Gens (Ding et al., 2005; Sonntag et al., 2006). Diese Beobachtung kann u.a. 
dadurch erklärt werden, dass weitere Motive, wie die PLA2 am N-Terminus von VP1 
(1.1.3.4), erst durch die Konformationsänderung des Viruskapsides während des 
endosomalen Transportes exponiert werden und diese für eine effiziente Infektion der Zelle 
benötigt werden. Bei diesen Motiven handelt es sich um vier basische Regionen (BR1-4), 
denen eine potentielle Funktion als Kernlokalisationssignal (NLS) zugeschrieben wird (Abb. 
1-2) (Grieger et al., 2006). Über die Funktion von BR1 und BR2 ist wenig bekannt. Grieger 
und Kollegen haben nachweisen können, dass BR1 sich nicht durch BR2-4 substituieren 
lässt (Grieger et al., 2007). Allgemein scheint sich eine Mutation in diesen Regionen je nach 
Art der Mutation unterschiedlich stark auf die Infektiösität der Viren auszuüben (Grieger et 
al., 2006; Wu et al., 2000). BR3 und BR4 scheinen essentiell für eine effiziente AAV-Infektion 
zu sein. Für BR3 konnte gezeigt werden, das eine Mutation in dieser Region die Infektiösität 
der Viren drastisch senkt und dass das Ersetzen dieser Region durch eine NLS aus CPV die 
Infektiösität wiederherstellt (Grieger et al., 2006; Vihinen-Ranta et al., 1997). Allerdings 
konnten Sonntag und Kollegen nur für BR1, BR2 und BR2/3 eine Translokation im Zellkern 
nachweisen, nicht aber für BR3 allein (Sonntag et al., 2006). BR3 soll außerdem in VP2 eine 
Funktion während des Transports von Proteinen in den Zellkern für den Zusammenbau 
neuer Viren ausüben (Hoque et al., 1999). BR4 findet sich in allen drei Kapsidproteinen und 
ist für den Zusammenbau neuer Viruspartikel unerlässlich (Grieger et al., 2006). Auch wenn 
teilweise die Funktionen für die verschiedenen Regionen noch nicht bekannt sind, so 
scheinen sie doch alle, wenn auch in unterschiedlichen Maße, wichtig für die Infektiösität und 
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eventuell an der Translokation des viralen Genoms in den Zellkern beteiligt zu sein, da diese 
vier basischen Regionen für die Serotypen AAV1-11 stark konserviert sind (Grieger et al., 
2006; Sonntag et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Lokalisierung des Phospholipase A2 (PLA2)-Motivs und der 
basischen Regionen (BR) in den Kapsidproteinen von AAV (abgewandelt aus Sonntag et al., 2006). 
Die Kapsidproteine von AAV weisen vier konservierte basische Regionen (BR1-4) auf. BR1 befindet sich nur im 
N-terminalen Bereich von VP1, BR2 und BR3 in VP1 und im N-terminalen Bereich von VP2. BR4 befindet sich in 
allen drei Kapsidproteinen. Der N-Terminus von VP1 weist zudem ein konserviertes PLA2-Motiv auf. 
 
Die Translokation des viralen Genoms in den Zellkern ist im Vergleich mit dem Eintritt, dem 
endosomalen Transport und der perinuklearen Akkumulation ein verhältnismäßig langsamer 
und ineffizienter Prozess (Lux et al., 2005). Es ist wenig bekannt über den Mechanismus des 
Kerntransportes von AAV. Prinzipiell wäre ein Transport des Kapsids (25 nm) durch die 
Kernporen möglich, es konnte jedoch bisher noch nicht klar demonstriert werden, ob diese 
tatsächlich in den Kerntransport von AAV involviert sind (Panté und Kann, 2002). Es ist 
jedoch bekannt, dass AAV an das Kerntransportprotein Nucleolin bindet und mehrere 
potentielle NLS besitzt (Qiu und Brown, 1999; Grieger et al., 2006). Andere postulieren einen 
Kernporen-unabhängigen Transport (Hansen et al., 2001b). Auch die Frage, wo das 
Auseinanderfalten des Viruskapsides erfolgt, wird kontrovers diskutiert. Einige Gruppen 
konnten virale Kapside im Kern detektieren bzw. die Transduktion durch Mikroinjektion von 
kapsidspezifischen Antikörpern in den Kern unterbinden (Bartlett et al., 2000; Sanlioglu et al., 
2000; Sonntag et al., 2006). Xiao und Kollegen beobachteten einen deutlichen Unterschied 
in der Effizienz des Kerntransportes von Kapsiden in der Anwesenheit oder Abwesenheit von 
einem Helfervirus. In der Abwesenheit von Adenovirus erfolgte scheinbar nur die 
Translokation der viralen Genome in den Kern, während mit Adenovirus auch Kapside 
nachweisbar waren (Xiao et al., 2002). Unsere eigenen Untersuchungen zeigen hingegen, 
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PLA2 BR1    BR2 BR3                         BR4
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dass die Translokation von intakten Kapsiden ein sehr seltenes Ereignis ist (Lux et al., 2005). 
Bei Anwesenheit von Adenoviren sehen wir wie andere einen erhöhten Kerntransport von 
intakten Kapsiden allerdings bei weitem nicht in dem von Xiao und Kollegen beschriebenen 
Ausmaß (Lux et al., 2005; Xiao et al., 2002). Wir postulieren, dass die Freisetzung des 
viralen Genoms vor oder während des Kerntransportes unabhängig von der Anwesenheit 
eines Helfervirus stattfindet, da wir mittels konfokaler Mikroskopie perinuklear intakte 
Kapside mit viralen Genomen kolokalisieren, im Zellkern selbst jedoch nur virale Genome 
nachweisen konnten. Diese Aufnahmen wurden mit einer neuen konfokalen 
Mikroskopsoftware gemacht, welche eine präzisere Lokalisierung der Signale in der Z-Achse 
ermöglicht (Lux et al., 2005). 
 
 
1.1.3.6 Produktive Virusvermehrung und latente Infektion 
 
Nach dem Kerneintritt entscheidet sich durch die An- oder Abwesenheit eines Helferviruses, 
ob es zur produktiven Virusvermehrung oder zur latenten Infektion von AAV kommt. Bei 
Abwesenheit eines Helfervirus tritt AAV in einen latenten Lebenszyklus ein, indem es sein 
Genom spezifisch in das humane Chromosom 19q13.3-qter integriert. Diese Stelle wird 
AAVS1 genannt (Kotin et al., 1992). Dafür kommt es zunächst zur Synthese des zweiten 
Stranges des einzelsträngigen Virusgenoms und zu einer basalen Expression von Rep 
Proteinen (Brister und Muzyczka, 2000; Redemann et al., 1989). Es wurde gezeigt, dass 
Rep78 und Rep68 an die Rep-Bindestelle (RBS) und die terminal resolution site (TRS) in 
den ITR`s und an eine homologe Sequenz am AAVS1-Locus binden, wodurch die Integration 
gesteuert wird (Linden et al., 1996a/b; Weitzman et al., 1994). Das integrierte Genom kann 
nach einer Superinfektion mit einem Helfervirus aktiviert werden, so dass es nach 
Expression viraler Gene, Reaktivierung und Replikation des viralen AAV-Genoms zur 
produktiven Virusvermehrung kommt (Berns und Giraud, 1996). 
Bei Anwesenheit eines Helferviruses während einer AAV-Infektion wird die Expression der 
viralen Gene und die Replikation sofort induziert. 
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Abb. 1-3: Infektionsweg von AAV2 in HeLa-Zellen.  
AAV2 berührt die Wirtszelle mehrmals und bindet dabei an seinen Primärrezeptor Heparan Proteoglykan (HSPG) 
und an die Co-Rezeptoren z.B. Fibroblast Wachstumsfaktor Rezeptor 1 (FGFR-1) und Integrin αVβ5. Das Virus 
wird mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in Dynamin-abhängiger Weise in Clathrin-bedeckten Vesikeln in die 
Zelle internalisiert. Durch die Bindung des Virus an Integrin wird das GTP-bindende Protein Rac1 aktiviert, 
welches zum einen die Endozytose unterstützt und zum anderen selbst die PI3 Kinase (PI3K) aktiviert. Die PI3K 
induziert die Umordnung des Zytoskeletts und ermöglicht so den Transport in Endosomen entlang von 
Mikrotubuli. Die Ansäuerung der Endosomen führt zur Konformationsänderung des viralen Kapsids und zum 
endosomalen Austritt mittels viraler PLA2. Die Entmantelung des Viruskapsids erfolgt vor oder während des 
Kerneintritts. Der Mechanismus für den Kerntransport des Genoms ist noch nicht bekannt. (Abbildung modifiziert 
nach Büning et al., 2003) 
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1.2 Visualisierung von AAV 
 
Die Untersuchung der Biologie viraler Infektionen erfolgt neben der Benutzung zahlreicher 
biochemischer Methoden auch immer mehr durch den Einsatz von mikroskopischen 
Techniken. Eine klassische Möglichkeit zur Visualisierung von viralen Kapsiden ist die 
Verwendung von spezifischen Antikörpern. Allerdings stösst diese Methode z.B. bei 
Koinfektionen verschiedener AAV-Serotypen, die derselbe Antikörper erkennt, bei 
Infektionen von Viren, für die kein Antikörper zu erwerben ist oder bei Untersuchungen in 
lebenden Zellen auf ihre Grenzen. Eine praktische technische Entwicklung war daher die 
Entwicklung der Markierung viraler Kapsiden durch Cyan-Farbstoffe mittels einer stabilen N-
Hydroxysuccinimid (NHS)-Esterbindung (Bartlett et al., 2000). Diese Markierungseffizienz (1 
Farbstoff/Kapsid) ist jedoch, zumindestens für AAV, sehr gering (Seisenberger et al., 2001). 
Für den Einsatz dieser Viren in fluoreszenzmikroskopischen Studien würde daher eine große 
Partikelzahl benötigt. Bei Untersuchungen mit der Methode des Single Virus Tracing war 
diese Limitierung keine Hürde (Seisenberger et al., 2001). Diese Methode basiert auf der 
Detektion einzelner Moleküle und erlaubt die Beobachtung einzelner markierter Viruspartikel 
in Echtzeit. Allerdings hat auch diese Art der Untersuchung ihre Grenzen, da eine 
Kolokalisierung von Viruspartikeln und Zellorganellen nur zum Teil möglich ist.  
Eine Alternative ist die Produktion von Viren, bei denen ein Fusionsprotein aus einem 
Fluoreszenzprotein und einem Kapsidprotein in das Viruskapsid eingebaut wird. Ein 
Fluoreszenzprotein, das sich gut für diese Art von Markierung eignet, ist das grün 
fluoreszierende Protein (GFP), da es nach Anregung durch kurzwelliges Licht eine grüne 
Fluoreszenz emittiert und keine weiteren Substrate dafür benötigt. Zudem wurde GFP bereits 
sehr häufig für die Untersuchung von intrazellulären Transportwegen und der Lokalisierung 
von Proteinen verwendet. GFP-Fusionsproteine sind daher ein beliebtes Werkzeug für diese 
Art von Studien, auch für Studien der viralen Infektionsbiologie (Benmerah et al., 1999; Desai 
und Person, 1998; McDonald et al., 2002; Pelkmans et al., 2001; Sampaio et al., 2005; 
Warrington et al., 2004). In unseren eigenen Studien haben wir mit Hilfe dieses Proteins das 
Kapsid von AAV2 markiert und das Virus so auf seinem Weg durch die Zelle beobachten 
können (Lux et al., 2005).  
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1.3 Phospholipasen A2 
 
1.3.1 Klassifizierung von Phospholipasen A2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-4: Struktur von Glycerophospholipiden und die Positionen hydrolytischer Spaltung durch 
Phospholipasen (PL). 
Membranphospholipide sind amphiphile Moleküle, welche aus einen hydrophilen und einen hydrophoben Teil 
bestehen. Der hydrophobe Teil besteht aus zwei Fettsäuren, die jeweils mit einer der drei Hydroxylgruppen des 
Glycerins verestert sind. Der hydrophile Teil besteht aus einem Phosphatrest, der mit der dritten Hydroxylgruppe 
des Glycerins verestert und an den selbst ein weiteres hydrophiles Molekül gebunden ist (hier mit X 
gekennzeichnet). Die hydrolytische Spaltung durch PLA1 und PLA2 erfolgt an den jeweiligen Esterbindungen der 
Positionen sn-1 und sn-2. PLB spaltet sowohl die Position sn-1 als auch sn-2 (nicht gezeigt). PLC katalysiert die 
Spaltung der Bindung zwischen Glycerin und Phosphatrest und PLD entfernt die polare Kopfgruppe. Die 
Angriffsstellen der jeweiligen Enzyme sind durch Pfeile gekennzeichnet. 
 
Phospholipasen (PL) stellen eine sehr große und vielfältige Enzymgruppe dar. Die 
biologischen Funktionen von Phospholipasen reichen von der Synthese und Erneuerung von 
Membranen bis hin zur Bildung von Signalmolekülen, die alle auf der hydrolytischen 
Spaltung von Glycerophospholipiden basieren. Phospholipasen werden in vier Klassen 
eingeteilt: PLA (PLA1 und PLA2), PLB, PLC und PLD. Die Einordung erfolgt hinsichtlich der 
hydrolysierten Position im Substrat (Abb. 1-4) (Kaiser et al., 1990). 
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Gruppe 
 
Subtyp 
 
Bezeichnung 
 
Größe 
(in kDa) 
 
Ca
2+
-Abhängigkeit 
 
 
sPLA2 
 
IB 
 
pankreatische PLA2 
 
13-15 
 
µM-mM 
IIA synoviale PLA2 13-15 µM-mM 
IIC  15 µM-mM 
IID  14-15 µM-mM 
IIE  14-15 µM-mM 
IIF  16-17 µM-mM 
III  55 µM-mM 
V  14 µM-mM 
X  14 µM-mM 
XII 
 
 19 
 
µM-mM 
 
 
cPLA2 
 
IVA 
 
cPLA2α 
 
85 
 
nM-µM 
IVB cPLA2β 114 nM-µM 
IVC cPLA2γ 61 keine 
IVD cPLA2δ 92-93 nM-µM 
IVE cPLA2ε 100 nM-µM 
IVF 
 
cPLA2δ 
 
96 
 
nM-µM 
 
iPLA2 
 
VIA1 
 
iPLA2 
 
84-85 
 
keine 
VIA2 iPLA2β 88-90 keine 
VIB iPLA2γ 88-91 keine 
VIC iPLA2δ 146 keine 
VID iPLA2ε 53 keine 
VIE iPLA2δ 57 keine 
VIF 
 
iPLA2ε 
 
28 
 
keine 
 
 
PAF-AH 
 
VIIA 
 
LP-PLA2 
 
45 
 
keine 
VIIB PAF-AH II 40 keine 
VIIIA PAF-AH Ib (α1 subunit) 26 keine 
VIIIB 
 
PAF-AH Ib (α2 subunit) 26 
 
keine 
 
 
 
Phospholipasen A2 (PLA2) bilden eine Superfamilie mit einer hohen Diversität. Sie 
katalysieren die Hydrolyse der sn-2 Esterbindung in Glycerophospholipiden. Diese Spaltung 
führt zur Freisetzung von Fettsäuren und Lysophospholipiden. Die Fettsäure Arachidonsäure 
(AA) ist häufiger Bestandteil von Phospholipiden. Sie dient in pathophysiologischen 
Prozessen als Signalmolekül und auch selbst als Substrat für die Produktion von 
Tab. 1-1: Klassifizierung der PLA2 Enzyme aus Säugern (nach Dennis) (abgewandelt aus 
Schaloske und Dennis, 2006) 
Die PLA2 Enzyme der Säuger werden in vier Gruppen eingeteilt (sPLA2, sekretorische PLA2; 
cPLA2, cytosolische PLA2; iPLA2, Ca
2+
-unabhängige PLA2; PAF-AH, PAF-Acetylhydrolasen). 
Die Einteilung in die Subtypen erfolgt hinsichtlich ihrer Größe und der Ca
2+
-Abhängigkeit. 
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Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen, welche in Entzündungsreaktionen eine 
wichtige Rolle spielen. Auch Lysophospholipide wie z.B. Lysophosphatidylcholin (LPC) oder 
Lysophosphatidsäure (LPA) fungieren als Signalmoleküle und Vorläufer für einige second 
messenger in verschiedenen Signalwegen. PLA2 sind allgemein auch an der Regulation des 
zellulären Lipidmetabolismus beteiligt (Chakraborti, 2003; Dennis, 1997; Kudo, 2004; Six und 
Dennis, 2000).  
Phospholipasen A2 sind bedeutender Bestandteil von Schlangen- und Insektengiften, die u.a. 
eine neuro- und kardiotoxische Wirkung haben. Die Entdeckung der ersten PLA2 in 
Säugerzellen erfolgte in den 1960er Jahren im Verdauungssaft der Pankreas von Ratten und 
blieb bis 1989 auch die Einzige (Arnesjö et al., 1967; Murakami und Kudo, 2002; Vogel und 
Zieve, 1960). Heute kennt man 27 verschiedene PLA2-Enzyme aus Säugerzellen. Die 
Einteilung dieser Vertreter der PLA2 Superfamilie erfolgt anhand ihrer Größe, ihrer Ca
2+-
Abhängigkeit und ihrer biochemischen Eigenschaften und Funktionen in vier Gruppen: die 
sekretorischen PLA2 (sPLA2), die cytosolischen PLA2 (cPLA2), die Ca
2+-unabhängigen PLA2 
(iPLA2) und die platelet-activating factor Acetylhydrolasen (PAF-AH). Sekretorische PLA2 
werden nach Stimulation von Zellen exprimiert und sezerniert, bei der cPLA2 und der iPLA2 
handelt es sich um rein intrazelluläre Enzyme. PAF-AH sind spezielle PLA2, da sie sehr 
substratspezifisch sind und nur PAF und oxidierte Phospholipide hydrolysieren (Chakraborti, 
2003; Dennis, 1997; Murakami und Kudo, 2002). Eine Übersicht der bislang bekannten 
Säuger PLA2 ist in Tabelle 1-1 dargestellt (Schaloske und Dennis, 2006; Seilhamer et al., 
1989). Im Folgenden möchte ich nun konkret auf die sPLA2 eingehen, da das stark 
konservierte PLA2-Motiv im VP1-Kapsidprotein von Parvoviren im allgemeinen, speziell auch 
das von AAV, eine deutliche Homologie mit dem katalytischen Zentrum und der Ca2+-
Bindestelle von sekretorischen Phospholipasen A2 zeigt (Zádori et al., 2001). 
 
 
1.3.2 Sekretorische Phospholipasen A2 (sPLA2) 
 
Die Gruppe der sPLA2 in Säugerzellen umfasst nach heutigem Wissensstand 10 Enzyme 
(IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA). Die Vetreter dieser Gruppe haben, mit Ausnahme 
von sPLA2-III (55 kDa), ein Molekulargewicht von 14-19 kDa. Die Subtypen I, II, V und X sind 
sehr nah verwandt und weisen mehrere stark konservierte Bereiche auf, eine Ca2+-
Bindedomäne, das katalytische Zentrum und acht Disulfidbrücken, von denen allerdings nur 
sechs stark konserviert sind. Die Disulfidbrücken tragen zu der hohen Stabilität dieser 
Enzyme bei. Histidin- und Aspartatreste im katalytischen Zentrum sorgen im Zusammenspiel 
mit der Ca2+-Bindedomäne für die exakte Ca2+- und Substratbindung. sPLA2-III und sPLA2-XII 
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weisen nur eine Homolgie hinsichtlich der Ca2+-Binddomäne und dem katalytischen Zentrum 
mit den anderen Vetretern dieser Gruppe auf. Die Hydrolyse von sn-2 Esterbindungen in 
Glycerophospholipiden durch sekretorische Phospholipasen A2 ist Ca
2+-abhängig. Die 
benötigte Konzentration variiert im mikro- bis millimolaren Bereich (Murakami und Kudo, 
2004b). Eine Ca2+-Konzentration im millimolaren Bereich findet man vor allem in 
extrazellulären Flüssigkeiten, in denen sPLA2 ihre Funktion ausüben, die von dieser 
Konzentration abhängig ist (z.B. sPLA2-IIA). Konzentrationen im mikromolaren Bereich 
finden sich z.B. in intrazellulären Kompartimenten, wo man auch sPLA2-Subtypen 
detektieren konnte (Gerasimenko et al., 1998; Menteyne et al., 2006; Murakami und Kudo, 
2004b; Ramasamy, 2006). Sekretorische PLA2 spalten Phospholipide ohne strenge 
Selektivität hinsichtlich der Art der Fettsäure, allerdings bevorzugen z.B. die sPLA2-Subtypen 
IIA, IIC, IID, IIE und IIF anionische Phospholipide wohingegen die Subtypen V und X 
anionische Phosholipide und neutrales Phosphatidylcholin mit gleicher Effizienz 
hydrolysieren können (Murakami und Kudo, 2004b). Die Preferenz der sPLA2-Subtypen IIA, 
IID und V für anionische Phospholipide ist bedingt durch ihre eigene kationische Ladung, 
welche z.B. auch deren Bindung an Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) erklärt. Beides, die 
Spezifität für bestimmte Kopfgruppen und die Bindung an HSPG, kann wesentlichen Einfluss 
auf die biologische Funktion der einzelnen PLA2-Subtypen haben (Murakami und Kudo, 
2002). 
Die wesentliche Funktion der sPLA2 Enzyme ist die Produktion von Lipidmediatoren. Sie sind 
jedoch auch in einer ganzen Reihe von physiologischen und pathologischen Vorgängen 
involviert. Als Beispiele sind hier die Regulation der angeborenen Immunität gegen 
bakterielle Infektionen, die Beteiligung an der Entwicklung von Atherosklerose, die 
Eicosanoidbiosynthese und die Beteiligung der Acrosomreaktion von Spermien mit der 
Zellmembran von Oocyten zu nennen (Buckland und Wilton, 2000; Haas et al., 2005; 
Murakami und Kudo, 2003; Patrat et al., 2000). 
Die ausgeübte sPLA2-Aktivität hängt von verschiedene Komponenten wie sPLA2-Subtyp, 
Zelltyp, Art des Stimulus und möglichen Interaktionen mit extrazellulären und 
membranassoziierten Faktoren ab (Murakami und Kudo, 2004b). Hier werden nun drei 
generelle Wege vorgestellt, über die sekretorische Phospholipasen A2 ihre Funktion ausüben 
sollen. Nach Stimulierung der Zelle sezerniert diese sPLA2. Nur die stark basischen sPLA2-
Subtypen IIA, IID, und V sind in der Lage an HSPG zu binden und deshalb bleibt ihnen die 
Nutzung des HSPG-shuttling pathway vorbehalten. Sie werden nach der Bindung mittels 
Caveolin-abhängiger Endozytose internalisiert und in spezifische Bereiche (z.B. perinukleare 
Bereiche) transportiert, wo man ebenfalls Enzyme wie 5-Lipoxygenasen (LOX) und 
Cyclooxygenasen (COX) findet, welche Arachidonsäure metabolisieren (Kim et al., 2002; 
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Murakami et al., 1999; Murakami et al., 2000; Murakami et al., 2001; Murakami und Kudo, 
2002). Es scheint jedoch nicht ausgeschlossen, dass die Internalisierung teilweise auch zur 
lysosomalen Degradierung der sPLA2 führen kann (Kim et al., 2001). Eine zweite 
Funktionsweise ist die direkte Hydrolyse von Phospholipiden an der Aussenseite der 
Zellmembran. Phosphatidylcholin (PC) macht einen großen Anteil der Phospholipide an 
dieser Stelle aus. PC kann allerdings nur von wenigen PLA2-Subtypen wie z.B. sPLA2-X als 
Substrat genutzt werden (Bezzine et al., 2000; Murakami und Kudo, 2004a). Die sPLA2-
Subtypen V und III sind wiederum in der Lage, beide Wege zu nutzen (Kim et al., 2001; 
Murakami und Kudo, 2004b). Der dritte Funktionsweg unterscheidet sich grundsätzlich von 
den zuvor beschriebenen Funktionsweisen. Bei diesem Weg fungieren sekretorische 
Phospholipasen A2 unabhängig von ihrer katalytischen Aktivität als Liganden für bestimmte 
Rezeptoren und beeinflussen so verschiedenste Signalwege. Der am besten charakterisierte 
sPLA2-Rezeptor ist der M-Typ Rezeptor (Lambeau et al., 1990). Dieser kommt sowohl 
membranständig als auch extrazellulär und zytoplasmatisch in löslicher Form vor, jedoch 
bewirkt die Bindung an die letztere Form eine Inhibierung der sPLA2-Aktivität. Die Interaktion 
mit dem Rezeptor hängt sowohl von der Spezies als auch vom sPLA2-Subtyp ab (Lambeau 
und Lazdunski, 1999). Eine Bindung extrazellulärer sPLA2 an den membranständigen 
Rezeptor kann neben der Induzierung verschiedener Signalwege auch die endozytotische 
Internalisierung zur Folge haben (Ancian et al., 1995; Hanasaki und Arita, 1992; Zvaritch et 
al., 1996). Diese Internalisierung kann dann zur intrazellulären Freisetzung oder zur 
Degradierung der Enzyme führen (Fayard et al., 1998; Hanasaki und Arita, 1992). 
Allen drei Funktionsweisen ist gemein, dass die sPLA2 zuvor sezerniert werden. Dass dieser 
Vorgang möglicherweise nicht immer als Bedingung für eine Hydrolyse durch sekretorische 
Phospholipasen A2 gegeben sein muss, zeigen Untersuchungen von Mounier und Kollegen, 
in denen die Spaltung von Phospholipiden durch sPLA2-IIA und sPLA2-X vor der Sekretion im 
Zusammenspiel mit der cytosolischen PLA2α erfolgte (Mounier et al., 2004). 
 
 
1.3.3 Vergleich der viralen PLA2 und der sPLA2 aus Säugerzellen 
 
Aus den verschiedenen Funktionsweisen der sekretorischen Phospholipasen A2 lassen sich 
auch Rückschlüsse auf den Funktionsort der parvoviralen PLA2 ziehen. Diese benötigt wie 
alle sekretorischen PLA2 Ca
2+ (µM-mM) für ihre Aktivität (Canaan et al., 2004; Zádori et al., 
2001). Der Funktionsort der viralen Phospholipase ist allerdings auf den intrazellulären 
Bereich begrenzt, da diese erst durch eine Konformationsänderung des Kapsids im 
Endosom exponiert wird (1.1.3.4). Bereits durch diese beiden Vorraussetzungen wird der 
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Funktionsort auf intrazelluläre Kompartimente (z.B. Endosomen) beschränkt, da nur in 
diesen, nicht aber im Zytoplasma, die benötigte Ca2+-Konzentration vorliegt (Koch, 1990; 
Gerasimenko et al., 1998; Menteyne et al., 2006; Murakami und Kudo, 2004b). Diese 
Eingrenzung des Funktionsortes deckt sich mit dem einiger sPLA2-Subtypen, die mittels 
HSPG shuttling pathway (1.2.2) in die Zelle internalisiert werden und in zellulären 
Kompartimenten (z.B. Caveoli) ihre enzymatische Aktivität ausüben (Murakami et al., 1999; 
Murakami et al., 2000; Murakami und Kudo, 2002). Tatsächlich lassen Untersuchungen 
hinsichtlich des Funktionsortes der parvoviralen PLA2  darauf schliessen, dass diese in den 
Endosomen für den endosomalen Austritt eingesetzt wird. Unsere eigenen Ergebnisse 
lassen auch für AAV diesen Rückschluss zu (Farr et al., 2005; Stahnke et al., in 
Vorbereitung). 
 
 
1.4 Infektionsbiologie des Adenovirus 
  
Das Adenovirus (Ad) ist ein nicht umhülltes Virus mit einem ikosaedrischen Kapsid, das 
einen Durchmesser von etwa 90 nm hat. Das Kapsid besteht aus Kapsomeren, die aus 
Hexonen und Pentonen bestehen. Die Ecken werden von Pentonen gebildet, die sich aus 
der Pentonbasis und einem Fiberproteinanteil zusammensetzen. Das Fiberprotein ragt an 
den Ecken 9 – 30 nm aus dem Kapsid heraus und stellt den Kontakt mit der Wirtszelle her. 
Das Kapsid umschließt ein lineares, doppelsträngiges DNA-Genom von 36 kb. Dieser 
Abschnitt umfasst die Infektionsbiologie von Ad2 und Ad5, welche dem Genus 
Mastadenovirus und dem Subgenus C zugeordnet werden, und die beide als Helferviren für 
AAV fungieren. 
 
 
1.4.1 Virus-Zellmembran-Interaktion 
 
Der Coxsackievirus-Adenovirus Rezeptor (CAR) ist der Primärrezeptor für Ad2 und Ad5 
(Roelvink et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass allein die extrazelluläre Domäne von 
CAR ausreicht, um als Primärrezeptor für Ad2 und Ad5 zu fungieren (Wang und Bergelson, 
1999). Auch Heparansulfat Proteoglykan (HSPG) wurde als Primärrezeptor beschrieben 
(Dechecchi et al., 2001). Integrine (αVβ5, αVβ3, α5β1, αVβ1) sind als Ko-Rezeptoren 
beschrieben. Die Bindung an diese vermittelt u.a. die Endozytose der Adenoviren (Davison 
et al., 1997; Li et al., 2001; Wickham et al., 1993). Bereits beim Kontakt des Virus mit seinen 
Rezeptoren beginnt das Auseinanderfallen des Kapsides, unabhängig von der 
endozytotischen Aufnahme in die Zelle (Greber et al., 1993; Nakano et al., 2000). Die 
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Bindung führt zudem zu einer intrazellulären Signalweiterleitung. Es werden verschiedene 
Signalwege und intrazelluläre Faktoren aktiviert, zum einen die Proteinkinase A (PKA) und 
unabhängig davon der p38/MAPK-Signalweg. Beides führt letztendlich zu einem effizienteren 
Transport der viralen DNA in den Zellkern (Suomalainen et al., 2001). Die Aktivierung des 
ERK1/2-Signalweges über Ras und Raf induziert über Interleukin-8 das angeborene 
Immunsystem und steuert zudem zelluläre Bewegungen (Bruder und Kovesdi, 1997). 
ERK1/2 führt zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung von E1A, welches nach 
Expression die Expression früher adenoviraler Gene (E4) reguliert (Whalen et al., 1997). Ad2 
und Ad5 induzieren auch die Aktivierung von PI3K, welche an der Internalisierung des Virus 
in die Zelle beteiligt ist (Li et al., 1998a). Alle Aktivierungen, mit Ausnahme der Aktivierung 
des p38/MAPK-Signalweges, erfolgen über die Bindung des Virus an Integrine (Greber, 
2002). Das Adenovirus aktiviert auch die Proteinkinase C (PKC), welche in den 
endosomalen Transport und den endosomalen Austritt des Virus involviert ist (Nakano et al., 
2000). 
 
 
1.4.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose 
 
Die Internalisierung des Virus erfolgt wie bei AAV durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in 
Clathrin-bedeckten Vesikel in Dynamin-abhängiger Weise (Varga et al., 1991; Wang et al., 
1998). Die αV-Integrin-abhängig aktivierte PI3K interagiert mit p130
CAS und aktiviert Rac1 und 
CDC42, wodurch das Aktin-Zytoskelett beeinflusst und die Endozytose ermöglicht wird (Li et 
al., 1998b; Li et al., 2000). Aktivierte PI3K induziert auch Rab5, das u.a. durch die 
Formierung Clathrin-bedeckter Vesikel für die Endozytose benötigt wird und auch für die 
Regulierung des Transportes früher Endosomen mittels Mikrotubuli verantwortlich ist (Bucci 
et al., 1992; Nielsen et al., 1999; Rauma et al., 1999). In dieser Phase der Infektion scheint 
zudem die PKC eine wichtige Rolle zu spielen, zum einen beim endosomalen Transport des 
Virus als auch beim Austritt aus den Endosomen, der durch Inhibierung der PKC verhindert 
wird (Nakano et al., 2000).  
 
 
1.4.3 Endosomaler Austritt 
 
Der endosomale Austritt des Virus erfolgt durch Zerstörung der endosomalen Membran und 
wird bedingt durch die Ansäuerung des Endosoms (Blumenthal et al., 1986; Prchla et al., 
1995). Allein die Ansäuerung des Endosoms ist jedoch nicht ausreichend für die Ad-bedingte 
Lyse (Rodríguez und Everitt, 1996). Die Bindung von Adenovirus an αV-Integrine auf der 
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Zellmembran bewirkt eine verstärkte Makropinozytose. Dieser Vorgang ist abhängig von der 
PKC, F-Aktin und Amilorid-sensitiver Na+ /H+ - Austauscher, Faktoren die auch für den 
endosomalen Austritt von Ad aus den Endosomen benötigt werden. Die Effizienz der 
Freisetzung von makropinozytotisch aufgenommenen Partikeln in das Cytoplasma erfolgt 
abhängig von der Menge an Adenovirus. Es ist unklar, ob die makropinosomale pH-Wert - 
abhängige Lyse direkt oder die Makropinozytose indirekt zur Lyse der Endosomen beiträgt 
(Imelli et al., 2004; Meier et al., 2002). Das adenovirale Kapsid scheint eine wichtige Rolle zu 
spielen. Ad ts-1 ist eine Mutante, die nicht mehr in der Lage ist, die endosomale Membran zu 
lysieren und aufgrunddessen letztendlich in die Lysosomen transportiert und dort abgebaut 
wird. Dieser Mutante fehlt die virale Protease L3/p23, die u.a. für die Prozessierung von 
Kapsidproteinen in den neugebildeten Adenoviruspartikeln verantwortlich ist (1.4.5) (Greber, 
1998; Greber et al., 1996; Weber, 1976). Ad ts-1 ist aufgrund der mangelnden Prozessierung  
einiger Kapsidproteine nicht in der Lage, im Verlauf der Internalisierung seine Fiberproteine 
abzuspalten (Greber et al., 1996). Die Endozytose des Virus verläuft jedoch unabhängig von 
der Abspaltung der Fiberproteine, wie Versuche mit Inhibitoren der Protease zeigten (Greber 
et al., 1996). Ad ts-1 ist auch in der Lage die PI3k, welche für den Transport der Viren in den 
Endosomen verantwortlich ist, allerdings wird weder die PKA noch p38 zu aktivieren (Li et 
al., 1998a; Suomalainen et al., 2001). Auch eine verstärkte Makropinozytose wird nicht 
ausgelöst (Meier et al., 2002). Zudem erfolgt bei Ad ts-1 im Endosom aufgrund der 
mangelnden Abspaltung der Fiberproteine kein pH-abhängiger partieller Abbau des viralen 
Kapsids. Dieser pH-abhängige Abbau ist jedoch sehr wichtig, da er zur Freisetzung des 
Proteins VI führt, das die endosomale Lyse unterstützt (Wiethoff et al., 2005). Obwohl der 
genaue Mechanismus noch nicht aufgeklärt werden konnte, scheint dieser Abbau und die 
Freisetzung des Proteins VI neben den anderen genannten Faktoren ein ganz wesentlicher 
Teil der Adenovirus-bedingten Lyse der endosomalen Membran zu sein. 
 
 
 
1.4.4 Cytoplasmatischer Transport und Kerneintritt 
 
Nach Übertritt des Virus ins Cytoplasma bewegen sich die Partikel mittels des Dynein-Motor-
Komplexes entlang von Mikrotubuli zu deren Minus-Ende in Richtung Kernmembran 
(Leopold et al., 2000; Suomalainen et al., 1999). Die Bewegungen können abhängig vom 
Zelltyp eine durchschnittliche Geschwindigkeit von 1 – 10 µm / min betragen (Suomalainen 
et al., 1999). Der cytoplasmatischer Transport scheint jedoch auch unabhängig von 
Mikrotubuli zu funktionieren (Glotzer et al., 2001; Yea et al., 2007).  
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Während des Infektionsverlaufes wird das Kapsid sukzessiv abgebaut, so dass das virale 
Genom beim Kontakt mit dem Kernporenkomplex (NPC) nur noch von den Hexonen umhüllt 
ist (Greber et al., 1993). An dieser Stelle des Infektionszyklus wird die virale Protease L3/p23 
benötigt, um das virale Genom aus dem Kapsid freizusetzen (Greber, 1998). Das virale 
Genom liegt assoziiert mit dem Core Protein pVII vor und wird zusammen mit diesem durch 
den NPC in den Nukleus transportiert. Das Core Protein pVII trägt drei NLS und bindet 
spezifisch an Importin α, Importin β und Transportin, welche in der Zelle hauptverantwortlich 
für den Kerntransport sind (Greber et al., 1993; Greber et al., 1997; Hindley et al., 2007; 
Wodrich et al., 2006). Der Transport des Genom-Protein-Komplexes erfolgt wahrscheinlich 
hauptsächlich über Transportin, während neusynthetisiertes Core Protein pVII für die Bildung 
neuer Viren vor allem mittels Importin α und Importin β transportiert wird (Hindley et al., 
2007). 
 
 
1.4.5 Produktion neuer Viruspartikel  
 
Im Zellkern erfolgt die Transkription der viralen Gene, die Neusynthese der DNA und die 
Produktion neuer Viruspartikel. Dieser Prozess kann in vier Schritte eingeteilt werden, wobei 
der Ablauf eines jeden Schrittes für den nachfolgenden unerlässlich ist. Zunächst werden die 
frühen Gene exprimiert (1). Sie kodieren u.a. für Proteine, die für die Replikation der viralen 
DNA (2) benötigt werden. Nach Beginn der Replikation startet die Expression der späten 
Gene (3), die neben Strukturproteinen noch für Chaperone kodieren, die bei der 
Morphogenese (4) eine Rolle spielen. Ein Teil der Kapsidproteine lagert sich bereits im 
Zytoplasma zusammen und wird dann als vorgeformter Komplex in den Zellkern 
transportiert, wo die Fertigstellung der neuen Viren erfolgt (Berk, 2007). An dieser Stelle wird 
die virale Protease L3/p23 ein zweites Mal im Infektionszyklus von Adenoviren benötigt. Sie 
sorgt für eine proteolytische Prozessierung einiger Kapsidproteine in den neugebildeteten 
young virions zu gereiften Viruspartikeln (Anderson, 1990; Greber, 1998; Weber, 1976). Die 
Freisetzung der gereiften Viruspartikel erfolgt durch Lyse der Zelle, welche durch Expression 
von großen Mengen des Adenovirus Death Protein in einer sehr späten Phase der Infektion 
induziert wird (Tollefson et al., 1996). 
 
1.5 Fragestellung 
 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Infektionsbiologie des AAV2 und des AAV8. Ein 
wichtiges Hilfsmittel für die Untersuchung der Infektionsbiologie ist Möglichkeit, diese zu 
visualisieren (Lux et al., 2005; Warrington et al., 2004). Für AAV2 konnte im Vorfeld dieser 
 Einleitung 
 
  29  
Doktorarbeit bereits gezeigt werden, dass sich das Kapsid durch den Einbau eines 
Fusionsproteins aus GFP und dem viralen Kapsidprotein VP2 markieren und zur 
Visualisierung der AAV2-Infektion einsetzen lässt. Diese Markierung ermöglichte bereits eine 
Reihe von experimentellen Ansätzen, die mit Antikörper nicht durchführbar sind z.B. die 
Visualisierung der Infektion in lebenden Zellen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll das 
Markierungsspektrum um weitere Fluoreszenzproteine erweitert und zusätzlich erstmals auf 
einen anderen Serotyp, AAV8, ausgeweitet werden. Es soll geprüft werden, ob sich andere 
Fluoreszenzproteine als GFP für die Markierung eignen und ob die Markierung des AAV8 
prinzipiell überhaupt möglich ist. Die Erweiterung des Markierungsspektrums soll dann 
genutzt werden, um z.B. Koinfektionen von zwei Viren, die von demselben Antikörper 
erkannt werden, durchzuführen. Auch eine Visualisierung der Transduktion des AAV8 soll 
erstmals gezeigt werden, da für diesen kein Kapsidantikörper erhältlich ist. 
In murinen in vivo Experimenten zeigt AAV8 in der Leber eine deutlich bessere Expression 
des Transgens als AAV2. Eine schlechtere Internalisierung des AAV2 in Hepatozyten konnte 
als Grund ausgeschlossen werden. Nun soll getestet werden, ob diese Diskrepanz zwischen 
den Serotypen hinsichtlich der Expression auch in vitro zu beobachten ist. Dafür soll neben 
einer murinen und einer humanen Hepatozyten-Zelllinie auch eine Cervixkarzinom-Zelllinie 
als Kontrolle verwendet werden, für die AAV2 besonders permissiv ist. Hierzu sollen neben 
Expressionsanalysen auch mikroskopische Techniken angewendet werden, die aufgrund der 
genetischen Markierung des AAV8 im Rahmen dieser Doktorarbeit möglich gemacht werden 
sollen. 
Für AAV2 soll noch ein entscheidender Schritt der Infektionsbiologie näher untersucht 
werden. Es ist bekannt, dass ein Phospholipase A2-Motiv am N-Terminus des Kapsidproteins 
VP1 eine wichtige Rolle im Verlauf der viralen Infektion spielt. Eine Mutation dieses Motivs 
reduziert die Infektiösität drastisch (Girod et al., 2002). Nun soll überprüft werden, an welcher 
Stelle der Infektion die Funktion dieser viralen PLA2 benötigt wird. Eine vergleichende 
Analyse einzelner Abschnitte des Transduktionsweges des AAV2 und einer PLA2-Mutante 
soll zeigen, an welchem essentiellen Schritt die Funktion der PLA2 eingesetzt wird. Aufgrund 
der Tatsache, dass der N-Terminus von VP1 erst während der Infektion exponiert wird 
(Sonntag et al., 2006), soll vor allem eine mögliche Funktion beim Kerneintritt und beim 
Endosomenaustritt näher untersucht werden. 
 
 
 
 
Material und Methoden 
 
  30  
2 Material und Methoden  
 
2.1 Material  
 
2.1.1 Zellen 
 
 
Zell-Linie 
 
Beschreibung 
 
 
Quelle 
293 Humane embryonale Nierenzellen, 
immortalisiert durch die adenoviralen Gene 
E1A und E1B 
ATCC CRL-1573; American 
Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland 
HeLa Humane ephiteliale 
Gebärmutterhalskrebszellen 
ATCC CCL-2; American Type 
Culture Collection, Rockville, 
Maryland 
H 2.35 Murine Leberephitelzellen ATCC CRL-1995; American 
Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland 
HepG2 Humane Leberkarzinomzellen ATCC HB-8065; American 
Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland 
 
 
 
2.1.2 Viren (außer AAV) 
 
Für die beschriebenen Experimente wurde neben AAV auch Adenovirus verwendet. Wildtyp 
Adenovirus 5 wurde aus eigenen Beständen der AG Büning bezogen. Außerdem wurde 
rekombinantes Adenovirus 5, das nicht mehr für adenovirale Gene kodiert, und die 
Adenovirus 2 ts-1 Mutante verwendet. Diese beiden Viren wurden freundlicherweise von 
Florian Kreppel (Abteilung für Gentherapie, Universität Ulm) zur Verfügung gestellt. 
 
 
 
2.1.3 Kompetente Bakterien 
 
E.coliDH5α: 
F-, lac1-, recA1, endA1, hsdR17, _(lacZYA-argF), U169, F80dlacZ_M15, supE44, thi-1, 
gyrA96, relA1; (Hanahan, 1983) 
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2.1.4 Plasmide 
 
pXX6-80 
pXX6-80 ist ein adenovirales Helferplasmid, das für die adenoviralen Gene VA, E2A und E4 
kodiert. Es kodiert für eine Ampicillin-Resistenz. Dieses Plasmid wurde freundlicherweise 
von J. Samulski (University of North Carolina, Chapel Hill, USA) zur Verfügung gestellt. 
 
pUC-AV2 (pwt) 
Das Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) und die Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) von 
AAV2. Die offenen Leserahmen Rep und Cap werden von ITR`s flankiert. Das Plasmid weist 
ein Ampicillin-Resistenzgen auf. Dieses Plasmid wurde aus der Plasmidbank der AG Büning 
bezogen. 
 
pUC-AV2 HD/AN 
Dieses Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) und die Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) 
von AAV2. Die offenen Leserahmen Rep und Cap werden von ITR`s flankiert. Die 
Aminosäuren Histidin (H) und Asparaginsäure (D) an den Aminosäurepositionen 76 und 77 
wurden durch Alanin (A) bzw. Asparagin (N) substituiert. Diese Aminosäuren bilden das 
katalytische Zentrum eines Phospholipase A2 Motivs. Dieses Plasmid wurde aus der 
Plasmidbank der AG Büning bezogen. 
 
pUC-AV2-VP2k.o. 
Dieses Plasmid basiert auf dem Plasmid pUC-AV2 (pwt). Durch ortsspezifische Mutagenese 
wurde das VP2 Startcodon deletiert (ACG zu ACC), ohne die Aminosäuresequenz des VP1 
zu verändern. Dieses Plasmid wurde von Dr. Kerstin Lux (ehemals AG Büning) kloniert. 
 
pUC-AV2 HD/AN-VP2k.o. 
Dieses Plasmid basiert auf dem Plasmid pUC-AV2 HD/AN. Durch ortsspezifische 
Mutagenese wurde das VP2 Startcodon deletiert (ACG zu ACC), ohne die 
Aminosäuresequenz des VP1 zu verändern. Dieses Plasmid wurde von Dr. Kerstin Lux 
(ehemals AG Büning) kloniert. 
 
pRC 
Das Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) und die Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) von 
AAV2. Das Plasmid trägt keine ITR`s. Die Klonierungsstrategie zur Konstruktion dieses 
Plasmids ist bereits zuvor beschrieben worden (Girod et al., 1999). Es kodiert für eine 
Ampicillin-Resistenz. 
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pRC HD/AN 
Dieses Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) und die Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) 
von AAV2. Das Plasmid weist keine ITR`s auf. Die Aminosäuren Histidin (H) und 
Asparaginsäure (D) an den Aminosäurepositionen 76 und 77 wurden durch Alanin (A) bzw. 
Asparagin (N) substituiert. Diese Aminosäuren bilden das katalytische Zentrum eines 
Phospholipase A2 Motivs. Dieses Plasmid wurde aus der Plasmidbank der AG Büning 
bezogen. 
 
pRC VP2 k.o. 
Das Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) und die Kapsidproteine (VP1, VP3). Es 
kodiert nicht für das Kapsidprotein VP2, da das Startcodon für dieses Protein deletiert ist 
(ACG  ACC). Die Herstellung des Plasmides erfolgte durch PCR-Amplifikation kombiniert 
mit ortsspezifischer Mutagenese von pRC, wobei das Startcodon ACG in ACC geändert 
wurde. Dafür wurden überlappende Fragmente mittels PCR amplifiziert (Primer: Oje 018 F 
und VP2 KO AAV2 R; VP2 KO AAV2 F und 440 back R) und diese überlappenden 
Fragmente in einem zweiten PCR-Schritt (Primer: Oje 018 F und 440 back R) miteinander 
ligiert. Das entstandene Fragment und das Plasmid pRC wurden mit BsiW I und EcoN I 
verdaut. Anschließend wurde das PCR-Fragment (667 bp) in den backbone von pRC (6900 
bp) durch sticky end Ligation kloniert. Das Plasmid trägt ein Kanamycin-Resistenzgen. 
Dieses Plasmid wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert. 
 
peGFP-VP2 2 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus eGFP und VP2 (AAV2). Es wurde im 
Rahmen der Doktorarbeit von Kerstin Lux (Lux, 2006) hergestellt. Das Plasmid trägt ein 
Kanamycin-Resistenzgen. 
 
peCFP-VP2 2 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus eCFP und VP2 (AAV2). Die für eCFP 
kodierende Sequenz wurde aus dem Plasmid pECFP-C1 (Clontech) mit Age I und BsrG I 
ausgeschnitten. Auch das Plasmid pEGFP-VP2 2 wurde mit Age I und BsrG I geschnitten. 
Die eCFP-kodierende Sequenz wurde anschließend mit dem 5802 bp-Fragment der 
Spaltung von pEGFP-VP2 2 ligiert. Das Plasmid kodiert für eine Kanamycin-Resistenz. 
Dieses Plasmid wurde im Rahmen der von mir betreuten Bachelorarbeit von Andreas 
Neerincx (Neerincx, 2007) kloniert. 
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pDsRed-VP2 2 
Das Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus DsRed und VP2 (AAV2). Die für VP2 
kodierende Sequenz wurde aus dem Plasmid pRC amplifiziert (Primer: AAV2 VP2 wo Start F 
Pho, VP2 2 R Pho), wobei das Startkodon deletiert wurde. Das Fragment wurde in das 
Plasmid pDsRed-Monomer-C1 (Clontech) kloniert, nachdem dieses durch Restriktionsverdau 
mit Sma I linearisiert worden war. Das Plasmid trägt ein Kanamycin-Resistenzgen. Es wurde 
im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert. 
 
pmCherry-VP2 2 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus mCherry und VP2 (AAV2). Die für 
mCherry kodierende Sequenz wurde zunächst aus dem Plasmid pRSET-B mCherry 
amplifiziert (Primer: mCherry F VP2 2 und mCherry R VP2 2). Der forward-Primer weist eine 
Age I - Restriktionsschnittstelle auf, der reverse-Primer eine BsrG I - Schnittstelle). 
Anschließend wurde sowohl die für mCherry kodierende Sequenz als auch das Plasmid 
pGFP-VP2 2 mit Age I und BsrG I geschnitten. Die mCherry-kodierende Sequenz wurde 
anschließend mit dem 5802 bp-Fragment der Spaltung von pEGFP-VP2 2 ligiert. Das 
Plasmid trägt ein Kanamycin-Resistenzgen. Dieses Plasmid wurde im Rahmen der von mir 
betreuten Bachelorarbeit von Andreas Neerincx (Neerincx, 2007) kloniert. 
 
pXR-8 
Dieses Plasmid kodiert für die Kapsidproteine (VP1, VP2, VP3) von AAV8 und für die Rep-
Proteine von AAV2. Das Plasmid kodiert für eine Ampicillin-Resistenz. Dieses Plasmid wurde 
freundlicherweise von James Wilson (School of Medicine, University of Pennsylvannia) zur 
Verfügung gestellt. 
 
pXR-8 VP2 k.o. 
Das Plasmid kodiert für die Rep-Proteine (Rep) von AAV2 und die Kapsidproteine (VP1, 
VP3) von AAV8. Es kodiert nicht für das Kapsidprotein VP2, da das Startcodon für dieses 
Protein deletiert ist (ACG  ACC). Die Herstellung des Plasmides erfolgte durch PCR-
Amplifikation kombiniert mit ortsspezifischer Mutagenese von pRC, wobei das Startcodon 
ACG in ACC geändert wurde. Dafür wurden überlappende Fragmente mittels PCR 
amplifiziert (Primer: pXR-8 VP2 KO F und pXR-8 686 R ; pXR-8 6501 F und pXR-8 VP2 KO 
R) und diese überlappenden Fragmente in einem zweiten PCR-Schritt (Primer: pXR-8 6501 
F und pXR-8 686 R) miteinander ligiert. Das entstandene Fragment und das Plasmid pXR-8 
wurden mit BsiW I und Hind III verdaut. Anschließend wurde das PCR-Fragment (1381 bp) in 
den backbone von pXR-8 (5954 bp) durch sticky end Ligation kloniert. Das Plasmid trägt ein 
Ampicillin-Resistenzgen. Dieses Plasmid wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert. 
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peGFP-VP2 8 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus GFP und VP2 (AAV8). Die für VP2 
kodierende Sequenz wurde aus dem Plasmid pXR-8 amplifiziert (Primer: pXR-8 VP2 Sma I 
wo Start F, pXR-8 CAP Sma I R), wobei das Startkodon deletiert wurde. Zusätzlich wurden 
durch Amplifikation mit den oben genannten Primern an den Enden des Fragmentes 
Schnittstellen für Sma I eingebaut. Das Fragment wurde mit Sma I geschnitten und 
anschließend in das Plasmid pEGFP-C3 (Clontech) kloniert, nachdem dieses durch 
Restriktionsverdau mit Sma I linearisiert worden war. Das Plasmid trägt ein Kanamycin-
Resistenzgen. Dieses Plasmid wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert. 
 
peCFP-VP2 8 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus eCFP und VP2 (AAV8). Die für eCFP 
kodierende Sequenz wurde aus dem Plasmid pECFP-C1 (Clontech) mit PcI I und BsrG I 
ausgeschnitten. Auch das Plasmid pEGFP-VP2 8 wurde mit PcI I und BsrGiI geschnitten. 
Die eCFP-kodierende Sequenz wurde anschließend mit dem 5155 bp-Fragment der 
Spaltung von pEGFP-VP2 8 ligiert. Das Plasmid kodiert für eine Kanamycin-Resistenz. 
Dieses Plasmid wurde im Rahmen der von mir betreuten Bachelorarbeit von Andreas 
Neerincx (Neerincx, 2007) kloniert. 
 
pDsRed-VP2 8 
Das Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus DsRed und VP2 (AAV8). Die für VP2 
kodierende Sequenz wurde aus dem Plasmid pXR-8 amplifiziert (Primer: pXR-8 VP2 wo 
Start F Pho, pXR-8 CAP R Pho), wobei das Startkodon deletiert wurde. Das Fragment wurde 
in das Plasmid pDsRed-Monomer-C1 (Clontech) kloniert, nachdem dieses durch 
Restriktionsverdau mit Sma I linearisiert worden war. Das Plasmid trägt ein Kanamycin-
Resistenzgen. Dieses Plasmid wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert. 
 
pmCherry-VP2 8 
Dieses Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus mCherry und VP2 (AAV8). Zunächst 
wurde die für mCherry kodierende Sequenz aus dem Plasmid pRSET-B mCherry amplifiziert 
(Primer: mCherry F VP2 8, mCherry R VP2 8). Der forward-Primer weist eine Nhe I-
Restriktionsschnittstelle auf, der reverse-Primer eine Xho I-Schnittstelle. Anschließend wurde 
sowohl die für mCherry kodierende Sequenz als auch das Plasmid pGFP-VP2 2 mit Nhe I 
und Xho I geschnitten. Die mCherry-kodierende Sequenz wurde anschließend mit dem 5787 
bp-Fragment der Spaltung von pEGFP-VP2 8 ligiert. Das Plasmid trägt ein Kanamycin-
Material und Methoden 
 
  35  
Resistenzgen. Dieses Plasmid wurde im Rahmen der von mir betreuten Bachelorarbeit von 
Andreas Neerincx (Neerincx, 2007) kloniert. 
 
pEGFP-C3 
Dieses Plasmid trägt das eGFP-Gen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Das Plasmid 
kodiert für eine Kanamycin-Resistenz. Es wurde von der Firma Clontech bezogen. 
 
pECFP-C1 
Dieses Plasmid trägt das eCFP-Gen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Das Plasmid 
kodiert für eine Kanamycin-Resistenz. Es wurde von der Firma Clontech bezogen. 
 
pDsRed-Monomer-C1 
Dieses Plasmid trägt das DsRed-Gen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Das 
DsRed-Gen ist so mutiert, dass das exprimierte Protein nicht mehr zur Tetramerbildung fähig 
ist und so nur als Monomer vorliegen kann. Das Plasmid kodiert für eine Kanamycin-
Resistenz. Es wurde von der Firma Clontech bezogen. 
 
pRSET B mCherry 
Dieses Plasmid trägt das mCherry-Gen unter Kontrolle des bakteriellen Promotors PT7. 
Zusätzlich trägt es einen 6xHis-Tag. Das Plasmid kodiert für eine Ampicillin-Resistenz. 
Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Roger Tsien (University of California, USA) zur 
Verfügung gestellt. 
 
pssGFP 
Dieses Plasmid trägt das GFP-Gen aus Aequorea victoria. Das Gen steht unter der Kontrolle 
eines CMV-Promotors. Das Plasmid weist zudem ein Hygromycin-Resistenzgen auf, das 
durch den Promotor der Thymidinkinase kontrolliert wird. Beide kodierenden Sequenzen 
werden von den Verpackungssignalen (ITR`s) von AAV2 flankiert. Das Plasmid kodiert für 
eine Ampicillin-Resistenz. 
 
pscGFP 
Dieses Plasmid trägt das GFP-Gen aus Aequorea victoria. Das Gen steht unter der Kontrolle 
eines CMV-Promotors. Die Expressionskassette wird von den Verpackungssignalen (ITR`s) 
von AAV2 flankiert. Nur eines der beiden ITR`s ist intakt; das andere trägt eine Mutation in 
der terminal resolution site, welche bei Verpackung des Gens in Vektoren zu einem Pseudo-
Doppelstrang-Genom führt. Das Plasmid kodiert für eine Ampicillin-Resistenz. 
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pZNL 
Dieses Plasmid weist einen CMV-Promotor und einen EM-7 Promotor gefolgt von einem 
Zeocin-Resistenzgen auf. Nach einer Fusionssequenz folgt die Sequenz des LacZ-Gens, 
welche ein Kernlokalisationssignal und das Polyadenylierungssignal aus SV40 umschließt. 
Die Expressionskassette wird von den ITR´s flankiert. Das Plasmid kodiert für eine 
Ampicillin-Resistenz. 
 
pLuci 
Dieses Plasmid trägt das Luciferase-Gen aus Renilla. Das Gen steht unter der Kontrolle 
eines CMV-Promotors. Die Expressionskassette wird von den Verpackungssignalen (ITR`s) 
von AAV2 flankiert. Nur eines der beiden ITR`s ist intakt; das andere trägt wie auch pscGFP 
eine Mutation in der terminal resolution site, welche bei Verpackung des Gens in Vektoren zu 
einem Pseudo-Doppelstrang-Genom führt. Das Plasmid kodiert für eine Ampicillin-Resistenz. 
Es wurde freundlicherweise von Frau Dr. Quadt-Humme (früher AG Büning) zur Verfügung 
gestellt. 
 
 
2.1.5 Primer 
 
Alle nachfolgend aufgelisteten Primer wurden von Metabion International AG (Martinsried, 
Germany) bezogen. 
Primer Sequenz (5` - 3`) 
wt; 3201 (for) GGTACGACGACGATTGCC 
wt; 4066 (rev) ATGTCCGTCCGTGTGTGG 
eGFP (for) GCTACCCCGACCACATGAAG 
eGFP (rev) GTCCATGCCGAGAGTGATCC 
Human GAPDH (for) GAGTCCACTGGCGTCTTCA 
Human GAPDH (rev) TTCAGCTCAGGGATGACCTT 
Murine GAPDH (for) ATCCCAGAGCTGAACG 
Murine GAPDH (rev) GAAGTCGCAGGAGACA 
LacZ F (for) ATCCTCTGCATGGTCAGGTC 
LacZ R (rev) CTGGGCCTGATTCATTCC 
Luci (for) CGTGCTGGACTCCTTCATCA 
Luci (rev) TTGCGGACAATCTGGACGAC 
mCherry F VP2 2 (for) TGAGTACTTGTACAACTTGTACAGCTCGTCCATGC 
mCherry R VP2 2 (rev) GCGCTACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 
mCherry F VP2 8 (for) AAGCTTGAGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
mCherry R VP2 8 (rev) AAAAAAAAAGCTAGCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 
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AAV2 VP2 wo Start F Pho (for) Pho-TCCGGGAAAAAAGAGGCCGG 
AAV2 VP2 R Pho (rev) Pho-TTACAGATTACGAGTCAGGTAT 
Oje 018 F (for) AAATCAGGTATGGCTGCCGA 
440 back R (rev) GTTGCCTCTCTGGAGGTT 
VP2 KO AAV2 F (for) GTTAAGACCGCTCCGGG 
VP2 KO AAV2 R (rev) CCCGGAGCGGTCTTAAC 
pXR-8 VP2 Sma I wo Start F (for) AAAACCCGGGCTCCTGGAAAGAAGAGACCGGT 
pXR-8 VP2 Cap Sma I R (rev) AAAACCCGGGTCCTGGAAAGAAGAGACCGGT 
pXR-8 VP2 wo Start F Pho (for) Pho-TCCTGGAAAGAAGAGACCGGT 
pXR-8 VP2 Cap R Pho (rev) Pho-TTACAGATTACGGGTGAGGTAA 
pXR-8 6501 F (for) AGACCCGCCCCCAGTGACGCA 
pXR-8 686 R (rev) AACACGTCCGCCGGGAACG 
pXR-8 VP2 KO F (for) GCGCTAAGACCGCTCCTGG 
pXR-8 VP2 KO R (rev) CCAGGAGCGGTCTTAGCGC 
 
 
2.1.6 Kulturmedien und Zusätze 
 
2.1.6.1 Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Dexamethasone       Sigma, Deisenhofen 
DMEM (Dulbeccos`s Modified Eagle`s Medium) Glutamax  Gibco BRL, Invitrogen 
Fetales Kälber Serum (FCS)      Gibco BRL, Invitrogen 
L-Glutamin (200 mM)       Gibco BRL, Invitrogen  
Low Glucose DMEM Glutamax     Gibco BRL, Invitrogen 
Natrium-Pyruvat (100 mM)      Gibco BRL, Invitrogen 
Nichtessentielle Aminosäuren (100x)    Sigma, Deisenhofen 
Penicillin-Streptomycin (100 U / ml bzw. 100 mg / ml)  Gibco BRL, Invitrogen 
Trypsin-EDTA (1x)       Gibco BRL, Invitrogen 
 
2.1.6.2 Bakterienmedien und Zusätze 
 
Agar         Invitrogen, Karslruhe 
Hefeextrakt        Roth, Karlsruhe 
Trypton        Roth, Karslruhe 
Ampicillin        Sigma, Deisenhofen 
Kanamycin        Sigma, Deisenhofen 
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2.1.7 Enzyme 
 
Benzonase        Merck, Darmstadt 
DNase I        Roche, Mannheim 
Restriktionsenzyme       MBI Fermentas 
         New England Biolabs 
RNase         Roche, Mannheim 
     
2.1.8 Antikörper 
 
2.1.8.1 Antikörper gegen zelluläre Antigene 
 
 Polyklonaler Ziege gegen Lamin B Antikörper, IgG (Santa Cruz Biotechnology); 
Verdünnung 1:50 
 Monoklonaler Maus gegen -Tubulin I Antikörper, IgG1 (Sigma); Verdünnung 
1:4000 
 Polyklonaler Kaninchen gegen GFP Antikörper, IgG (Invitrogen); Verdünnung 
1:300 
 Polyklonaler Kaninchen gegen RFP Antikörper (Rockland); Verdünnung 1:300 
 
2.1.8.2 Antikörper gegen AAV Proteine 
 
 A20 (AAV2-Kapsidantikörper), monoklonaler Maushybridomzellenüberstand 
(DKFZ Heidelberg, PD Dr. J. Kleinschmidt); unverdünnte Applikation  
 B1 (erkennt den C-Terminus von VP1, VP2 und VP3), monoklonaler 
Maushybridomzellenüberstand (DKFZ Heidelberg, PD Dr. J. Kleinschmidt); 
Verdünnung 1:20 
 
2.1.8.3 Sekundäre Antikörper 
 
 Cy5 konjugierter Esel gegen Ziege Antikörper (Dianova); Verdünnung 1:100 
 Cy5 konjugierter Esel gegen Kaninchen Antikörper (Dianova); Verdünnung 1:100 
 FITC konjugierter Esel gegen Ziege Antikörper (Dianova); Verdünnung 1:100 
 RRX konjugierter Esel gegen Maus Antikörper (Dianova); Verdünnung 1:100 
 Biotin konjugierter Kaninchen gegen Maus Antikörper (Dianova); Verdünnung 
1:10.000 
 POD konjugierter Esel gegen Maus Antikörper (Dianova); Verdünnung 1:10.000 
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2.1.9 Chemikalien und Reagenzien 
 
Aceton         Roth, Karlsruhe 
Acrylamid-Mix (30%)       Roth, Karlsruhe 
Agar-Agar        Invitrogen, Karlsruhe 
Agarose        Roth, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid       Merck, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat       Gibco BRL, Karlsruhe 
Ampicillin        Sigma, Deisenhofen 
Aphidicolin        Sigma, Deisenhofen 
Aqua bidest. (Ampuwa)      Fresenius Kabi, Homburg 
Bafilomycin A1       Sigma, Deisenhofen 
Benzonase        Merck, Darmstadt 
POD konjugiertes Streptavidin     Dianova, Hamburg 
Borsäure        Merck, Darmstadt 
Brefeldin A        Sigma, Deisenhofen 
Bromphenolblau       Sigma, Deisenhofen 
BSA         AppliChem, Darmstadt 
Calciumchlorid       Sigma, Deisenhofen 
Chloroform        Merck, Darmstadt 
Dapi         Merck, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO)      Riedel-de-Haën, Seelze 
dNTP`s        Fermentas 
DOC         Sigma, Deisenhofen 
DTT         Sigma, Deisenhofen  
EDTA         Roth, Karlsruhe 
Ethanol        Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid       Roth, Karlsruhe 
Gelatine        Sigma, Deisenhofen 
Glycerin        Roth, Karlsruhe 
Glycin         Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt        Roth, Karlsruhe 
HEPES        Roth, Karlsruhe 
Isopropanol        Roth, Karlsruhe 
Kaliumacetat        Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid        Merck, Darmstadt 
Material und Methoden 
 
  40  
Lipofectamine™ 2000      Invitrogen, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Manganchlorid       Merck, Darmstadt 
Methanol        Roth, Karlsruhe 
MG132        Sigma, Deisenhofen 
Milchpulver        Roth, Karlsruhe 
MOPS         Sigma, Deisenhofen 
Natriumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid       Roth, Karlsruhe 
Natriumphosphat       Roth, Karlsruhe 
NP-40         Fluka, Deisenhofen 
OptiMEM        Gibco BRL, Karlsruhe 
Optiprep (Iodixanol)       Sigma, Deisenhofen 
Paraformaldehyd       Sigma, Deisenhofen 
PBS 1x        Gibco BRL, Karlsruhe 
PBS 10x        Biochrom, Berlin 
Phenolrot        Sigma, Deisenhofen 
Propidiumjodid       Sigma, Deisenhofen 
Quick Start Bradford Dye Reagent     BioRad, München  
Restriktionsenzyme       Fermentas 
         New England Biolabs 
Saccharose        Roth, Karlsruhe 
Salzsäure        Roth, Karlsruhe 
Schwefelsäure       Roth, Karlsruhe 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)     Merck, Darmstadt 
Super Signal Pico Chemiluminescent Substrate   Pierce 
TEMED        Sigma, Deisenhofen 
TMB         Sigma, Deisenhofen 
Tris         Merck, Darmstadt 
Triton®X-100        Sigma, Deisenhofen 
Trizol Reagenz       Invitrogen, Karlsruhe 
Tween®20        Merck, Darmstadt 
Vectashield VC-H-1400      Vector Laboratories, Inc. 
Wasserstoffperoxid (30%)      Roth, Karlsruhe 
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2.1.10 Standard Kits 
 
Big Dye Terminator v3.1 Sequencing Kit    Applied Biosytems 
DNeasy® Tissue Kit       Qiagen, Hilden 
EndoFree® Plasmid Kits      Qiagen, Hilden 
PCR Purification Kit       Qiagen, Hilden 
Gel Extraction Kit       Qiagen, Hilden 
Light-Cycler-FastStart DNA Master SYBR Green I   Roche, Mannheim 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit   Roche, Mannheim 
Quantitect SYBR Green PCR Kit     Qiagen, Hilden 
 
 
2.1.11 Größen- und Mengenstandards 
 
Gel-Elektrophorese 
 
MassRuler DNA Ladder Mix      MBI Fermentas GmbH 
 
SDS-Gelelektrophorese 
 
Precision Plus Protein Standard Dual Color    BioRad, München 
 
Proteinkonzentrationsbestimmung 
 
Quick Start Bovine Serum Albumine (BSA) Standard Set BioRad, München 
 
2.1.12 Verbrauchsmaterial 
 
Biomax Light Film      Kodak 
Deckgläschen (Ø 10 mm)     Menzel Gläser 
Facsröhrchen       Becton Dickinson, Heidelberg 
Filter (0.45 µm)      Schleicher & Schuell, Dassel 
LightCycler Kapillaren     Roche, Mannheim 
Nitrocellulosemembran     Schleicher & Schuell, Dassel 
Parafilm       Pechinery Plastic Packaging 
Pipetten und Filterspitzen     Sarstedt 
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Spritzen und Nadeln      B.Braun Melsungen, Melsungen 
Reaktionsgefäße (1.5 ml; 2 ml)    Eppendorf, Hamburg 
        Sarstedt 
Reaktionsgefäße (15 ml; 50 ml)    Sarstedt 
Skalpelle       Feather 
Ultrazentrifugenröhrchen     Kendro 
Whatman-Papier      Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellkulturplastikware      TPP 
Zellschaber       Corning Incorporated 
 
 
 
2.1.13 Geräte 
 
Axiovert 25 CFL      Carl Zeiss, Göttigen 
Brutschrank Hera Cell 150     Heraeus 
Brutschrank Shaker Innova 4430    New Brunswick Scientific, NJ 
FACScalibur       Becton Dickinson, Heidelberg 
FluoView FV1000      Olympus, Hamburg 
Gefrierschrank –80°C Hera     Heraeus 
Gelelektrophoreseeinheit Mini Sub GT   BioRad, München 
Heizer/Magnetrührer Heidolph MR 3001   Heidolph Instruments, Schwabach 
LightCycler 1       Roche, Mannheim 
LightCycler Karussell Zentrifuge    Roche, Mannheim 
pH Meter Seven Easy     Mettler-Toledo, Schwerzenbach 
Power Supply       Renner, Darmstadt 
Pumpe P-1       Amersham Pharm. Biotech 
Sorvall Ultrazentrifuge OTD Combi    Thermo Scientific 
Sorvall T-865 Rotor      Thermo Scientific 
Spectrometer BioRad SmartSpec 3000   BioRad, München 
Sterilwerkbank Heraeus Lamina    Heraeus 
Thermomixer Comfort     Eppendorf, Hamburg 
Vakuumpumpe      VWR, Langenfeld 
Vortex Genie 2      Scientific Industries, NY, USA 
Waage Adventure Pro     Ohaus, NJ, USA 
Wasserbad Medingen W6     Medingen, Freital  
µQuant Microplate Spectrophotometer   BioTek Instruments 
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Zentrifuge 5415D      Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5415R      Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5810R      Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5-6B      Beckmann, München 
 
 
 
2.1.14 Daten verarbeitende Software 
 
Adobe Photoshop CS2 
Clone Manager 3 
Cylchred 
IrfanView 
Microsoft Office Exel 2003 
RelQuant (Roche) 
Spezifische Software für das jeweilige Gerät 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
2.2.1.1 Kultivierung von Säugerzellen 
 
Alle Zelllinien wurden als Monolayer-Kulturen in Zellkulturflaschen oder Zellkulturschalen bei 
37°C und 5% CO2 in den jeweils unten aufgeführten Zellkulturmedien gehalten. Dem Medium 
wurde in allen Fällen 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin beigemischt. Die 
Passagierung der Zellen erfolgte bei Konfluenz ungefähr zweimal pro Woche. Dafür wurden 
die Zellen mit PBS gespült und mit einer Trypsinlösung (0.25% Trypsin, 1mM EDTA) 
abgelöst. Nach Ablösen der Zellen wurde durch Zugabe von FCS-haltigem, frischem Medium 
die enzymatische Reaktion der Trypsinlösung inhibiert. Anschließend wurden die Zellen in 
gewünschter Verdünnung ausgesät. 
 
Zelllinie Medium Zusätze 
293 DMEM 10% FCS* 
H 2.35 DMEM  
(Low Glucose) 
4% FCS*, 200nM Dexamethasone 
HeLa DMEM 10% FCS* 
HepG2 DMEM 10% FCS*, 2 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat, 1x NEAA 
 
* Hitzeinaktivierung (30 min bei 56°C) von FCS vor Gebrauch 
 
 
 
2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Um Zellen langfristig aufzubewahren, werden diese eingefroren und anschließend in 
flüssigem Stickstoff gelagert. Die gewünschten Zellen wurden mit Trypsin abgelöst und durch 
Zentrifugieren (5 min bei 4°C und 300 x g) pelletiert. 2.5 x 106 Zellen / ml wurden in 1 ml 
Einfriermedium (10% DMSO in FCS) resuspendiert und in Kryoröhrchen überführt. Die 
Kryoröhrchen wurden in einem mit Isopropanol isoliertem Behälter innerhalb von 24h auf       
-80°C abgekühlt, da langsames Einfrieren die Zellen schont, bevor sie in dauerhaft in 
flüssigen Stickstoff überführt wurden. 
Das Auftauen von Zellen erfolgte langsam auf Eis, bevor die Zellen in 15 ml Kulturmedium 
überführt wurden. Die Zellen wurden pelletiert (5 min; 4°C; 300 x g) und in 37°C warmem 
Kulturmedium in Zellkulturflaschen oder Zellkulturschalen ausgesät. 
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2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl einer Zellsuspension in eine Neubauer-
Zählkammer überführt und die Anzahl der Zellen pro Großquadrat auf dem Objektträger 
unter dem Mikroskop bestimmt. Die Zellzahl wurde wie folgt ermittelt: 
 
Zellzahl / ml = durchschnittliche Zellzahl pro Großquadrat x 104 x Verdünnungsfaktor 
 
 
2.2.1.4 Kultivierung von Säugetierzellen auf Deckgläschen 
 
Zum Nachweis von viralen und zellulären Proteinen durch spezifische Antikörper mittels 
Immunfluoreszenz wurden Deckgläschen (Ø 10 mm) in die Löcher einer 24-Lochplatte 
platziert und je 4 x 104 Zellen / Loch in 500 µl Kulturmedium auf diese ausgesät. Die Zellen 
wurden 24 h bei 37°C und 5% CO2 kultiviert und anschließend für die verschiedenen 
experimentellen Ansätze verwendet. 
 
 
2.2.1.5 Transfektion von Säugetierzellen 
 
2.2.1.5.1 Transfektion von Plasmid-DNA in Säugetierzellen mittels Calcium- Phosphat-
Methode 
 
Die Produktion von AAV erfolgte durch Transfektion von Plasmid-DNA in 293-Zellen mittels 
Calcium-Phosphat-Methode. Die zu transfizierende DNA wurde mit 450 µl einer 250 mM 
CaCl2-Lösung gemischt. Anschließend wurde tropfend 450 µl HBS-Puffer hinzugefügt und 
die Lösung gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 2 min bei RT wurde das DNA-
Präzipitat gleichmäßig auf die gesamte Fläche der Kulturschale getropft und diese 
anschließend leicht geschwenkt. Die Zellen wurden anschließend bei 37°C und 5% CO2 
gehalten. 
 
 
HBS-Puffer:  50 mM Hepes 
   280 mM NaCl 
   1.5 mM NaP (pH 7.29) 
     
 Ansatz für 375 ml HBS-Puffer:  5.955 g Hepes 
8.18 g NaCl 
 1.5 ml 0.5 M NaP (pH 7.29) 
 
Auf 400 ml mit Endotoxin-freiem H2O auffüllen 
 
 5 x 20 ml entnehmen und verschiedene pH-Werte (6.5 – 7.2) einstellen 
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 den besten pH-Wert durch Testtransfektionen ermitteln 
 pH-Wert in der Originallösung einstellen und auf 375 ml mit Endotoxin-freiem H2O 
auffüllen 
 sterilfiltrieren    
 
 
 
2.2.1.5.2 Transfektion von Plasmid-DNA in Säugetierzellen mittels Lipofectamine™ 2000 
 
Plasmide wurden in HeLa-Zellen mit Lipofectamine™ 2000 transfiziert. Die Durchführung 
erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Für ein Loch einer 24-Lochplatte wurden 200 ng 
Plasmid eingesetzt. 
 
 
2.2.1.6 Zellzyklusanalysen mittels Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Das Antibiotikum Aphidicolin (Sigma) hemmt in eukaryontischen Zellen die Replikation der 
DNA reversibel, indem es die DNA-Polymerasen α und δ inhibiert. Es wurde verwendet, um 
den Zellzyklus in HeLa-Zellen in der G1/S-Phase zu arretieren. 4 x 104 HeLa-Zellen wurden 
pro Loch in 12 – Lochplatten ausgesät und 24 h später mit normalem Kulturmedium oder mit 
5 µg / ml Aphidicolin in Kulturmedium behandelt. 24 h nach Start der Behandlung wurden die 
unbehandelten und behandelten Zellen mit Trypsin abgelöst und bei 300 x g pelletiert (4°C; 5 
min). Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in 500 µl PBS 
resuspendiert. Um die Zellen zu fixieren wurde nun tröpfchenweise 1.5 ml 100 % Ethanol 
dazugegeben und sofort gevortext. Die Fixierung erfolgte bei 4°C für 45 min. Anschließend 
wurde erneut zentrifugiert (300 x g; 4°C; 5 min), das Pellet einmal in PBS gewaschen und 
dann in 500 µl PBS aufgenommen. An dieser Stelle war eine Lagerung der fixierten Zellen 
bei 4°C für bis zu 48 h möglich. Da die Detektion der DNA durch Interkalation von 
Propidiumjodid (PI) erfolgt und dieses auch in RNA interkalieren kann, wird nun RNase (100 
µg/ml) zugegeben und die Zellen für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde PI (100 
µg/ml) zugeben, die Zellen wurden 5 min auf Eis gelagert und dann sofort im FACScalibur 
analysiert.  
 
2.2.1.7 Aufreinigung von Gesamt-, Zytoplasma- und Kernfraktion 
 
HeLa-Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesät und abhängig von dem jeweiligen Experiment 
behandelt. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Zellen abgekratzt, pelletiert (300 x g; 5 min; 
RT) und das Pellet anschließend einmal mit PBS gewaschen. Bei der Aufreinigung des 
Gesamtlysats wurde das Pellet anschließend in N2 schockgefroren und bei –20°C bis zur 
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weiteren Verwendung gelagert. Zur Aufreinigung der Zytoplasma- oder Kernfraktion wurde 
das Pellet vorsichtig in 200 µl RLN-Puffer (4°C) aufgenommen, 5 min auf Eis inkubiert und 
dann zentrifugiert (300 x g; 2 min; 4°C). Der Überstand enthält die zytoplasmatische 
Fraktion. Er wurde abgenommen, schockgefroren und bei –80°C gelagert. Das Kernpellet 
wurde zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschließend ebenfalls schockgefroren und 
bei –80°C gelagert. Je nach Bedarf wurde dann aus den Fraktionen DNA (2.2.4.7) oder 
Protein (2.2.5.1) extrahiert. Die Extraktion von Protein aus den zytoplasmatischen 
Überständen erfolgte durch TCA-Fällung (2.2.5.2). 
 
 
RLN-Puffer:  50 mM Tris-HCL pH 8.0 
   140 mM NaCl 
   1.5 mM MgCl2 
   0.5 % (v/v) Nonidet P-40 (1.06 g/ml) 
 
 
 
 
2.2.2 Virologische Methoden 
 
2.2.2.1 Adenovirusfreie Produktion von Adeno-assoziierten Viren  
 
Die Produktion von Adeno-assoziierten Viren erfolgte adenovirusfrei in HEK293 Zellen durch 
Benutzung von pXX6, welches für die adenoviralen Gene E2A, E4 und VA kodiert (Xiao et 
al., 1998). Die Expression dieser Gene reicht aus, um die Helferfunktion eines Adenovirus zu 
ersetzen. 
7.5 x 106 HEK293 Zellen wurden in 15 cm Schalen ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. 24 h später und bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 80 % wurde das Medium 
gewechselt und weitere 2 h später eine Kotransfektion der Zellen mittels Calciumphosphat-
Methode mit zwei, drei oder vier verschiedenen Verpackungsplasmiden vorgenommen.  
Für die Produktion von rekombinanten AAV Vektoren wurden folgende Plasmide benötigt: 
 
7.5 µg pRC oder pXR-8 (bei fluoreszenzmarkierten Vektoren pRC-VP2k.o. bzw. pXR-8-
VP2k.o.) 
 kodiert für virale Proteine, die für die virale Replikation und den Kapsidzusammenbau 
nötig sind 
7.5 µg pTransgen 
 kodiert für das Transgen, flankiert durch die ITR`s, die eine Verpackung der 
Transgensequenz in das Kapsid signalisieren 
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22.5 µg pXX6-80 
 kodiert für E2A, E4 und VA des Adenovirus 5, welche ausreichend sind, um die 
Helferfunktion eines Adenovirus für die Replikation von AAV ersetzen 
 
Bei AAV2 Viren, in die das wt-Genom verpackt wird, wird neben pXX6-80 nur 15 µg pUC-
AV2 (oder eine mutierte Form z.B. HD/AN oder VP2k.o.) transfiziert. 
Für die Herstellung fluoreszenzmarkierter Viren und Vektoren werden zusätzlich 7.5 µg des 
Plasmids transfiziert, das für das jeweilige Fusionsprotein aus Fluoreszenzprotein und VP2 
kodiert. 
 
Pro Platte wurde 1 ml 250 mM CaCl2 mit der Plasmid-DNA gemischt und anschließend 1 ml 
HBS-Puffer hinzugetropft und erneut gemischt. Nach einer 2 minütigen Inkubation wurde die 
Lösung vorsichtig auf die Zellen aufgetropft und die Platte leicht geschwenkt. 24 h nach der 
Transfektion wurde das Medium durch solches mit nur 2 % FCS ersetzt, um die Teilungsrate 
der Zellen zu verringern. Weitere 24 h später wurden die Zellen geerntet und bei 300 x g 
pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml Lysepuffer aufgenommen. Die Zell – und Kernmembranen 
wurden durch dreimaliges  Einfrieren und Auftauen zerstört, so dass die Viren freigesetzt 
wurden. Um Kontaminationen mit genomischer oder Plasmid-DNA bzw. RNA zu vermeiden, 
wurde die Suspension anschließend 30 min mit 50 U / ml Benzonase (DNase / RNase) bei 
37 °C inkubiert. Durch Zentrifugation (30 min; 4 °C; 3220 x g) wurden die Zelltrümmer 
pelletiert; der die Viren enthaltende Überstand wurde vorsichtig abgenommen und erneut 
zentrifugiert. 
 
 
Lysepuffer:   150 mM NaCl 
    50 mM Tris-HCl (pH 8.5) 
 
 
 
 
2.2.2.2 Aufreinigung und Konzentration von Adeno-assoziierten Viren im 
Iodixanolgradienten 
 
Die produzierten Viren wurden mit Hilfe eines diskontinuierlichen Iodixanol-Gradienten 
aufgereinigt und konzentriert. Der diskontinuierliche Gradient besteht aus vier verschiedenen 
Iodixanol-Phasen (15 %; 25 %; 40 %; 60 %). Diese setzen sich wie folgt zusammen. 
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 15 % Iodixanol 25 % Iodixanol 40 % Iodixanol 60 % Iodixanol 
10x  PBS 5 ml 5 ml 5 ml - 
1 M MgCl2 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
2.5 M KCl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
5 M NaCl 10 ml - - - 
Optiprep 12.5 ml 20 ml 33,3 ml 50 ml 
0.5 % Phenolrot 75 µl 75 µl - 75 µl 
H2O ad 50 ml ad 50 ml ad 50 ml ad 50 ml 
 
Der virushaltige Überstand (2.2.2.1) wurde in ein Ultrazentrifugenröhrchen (Kendro) 
überführt und mit den vier verschiedenen Iodixanol-Phasen unterschichtet, beginnend mit 
der 15 % - Lösung. Die Unterschichtung wurde mittels einer langen Kanüle durchgeführt, 
welche an eine Pumpe (P-1; Amersham Bioscience) angeschlossen war. Das Volumen der 
verschiedenen Phasen betrug 8 ml (15 %), 6 ml (25 %), 5 ml (40 %) und 6 ml (60 %). Das 
Röhrchen wurde anschließend mit PBS M/K aufgefüllt, verschlossen und bei 4°C für 2 h mit 
63000 rpm (Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi) zentrifugiert. Die DNA-haltigen Viruskapside 
befanden sich in der 40 % - Phase. Diese wurde mit einer Spritze abgenommen. Die Viren 
wurden aliquotiert und bei – 80°C gelagert.  
 
PBS-M/K   1x PBS 
    1 mM MgCl2 
    2.5 mM KCl 
 
 
 
2.2.2.3 Bestimmung des Titers der viralen Präparationen 
 
2.2.2.3.1 Bestimmung des genomischen Titers viraler Präparationen 
 
Der genomische Titer einer viralen Präparation beschreibt die Anzahl der Partikel / µl, die die 
verpackte DNA, d.h. das Transgen oder das wt-Genom enthalten. 
Die Isolation von DNA aus viralen Präparationen erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit 
(Qiagen). 10 µl einer viralen Präparation wurden mit 190 µl PBS versetzt. Anschließend 
wurden 20 µl Proteinase K und 200 µl AL-Puffer zugesetzt, gevortext und für 10 min bei 70 
°C inkubiert. Dieser Schritt führt zu Lyse der Viruskapside und zur Freisetzung der 
enthaltenden DNA. Dann wurden 200 µl 100 % Ethanol zugesetzt und erneut gevortext. Die 
Lösung wurde auf eine DNeasy Mini Spin Säule geladen und diese 1 min bei 6000 x g 
zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit AW1 (1 min; 6000 x g) und AW2 (3 min; 
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16000 x g). Anschließend wurde die DNA mit 200 µl 10 mM Tris (pH 8.5) eluiert (1 min; 6000 
x g). 
Die Menge der isolierten DNA wurde durch quantitative PCR (2.2.4.5.2) bestimmt. Der 
genomische Titer wurde durch Abgleich mit einer Verdünnungsreihe (1x108 bis 1x105 
Kopien) des Plasmids, das für das Transgen bzw. das wt-Genom kodiert, unter 
Berücksichtigung der Verdünnung bei der DNA-Aufreinigung mittels DNeasy Tissue Kit 
ermittelt. 
 
 
2.2.2.3.2 Bestimmung des Kapsidtiters viraler Präparationen 
 
Der Kapsidtiter einer viralen Präparation wurde durch einen Enzym-gekoppelten 
Immunadsorptionstest (ELISA) ermittelt, in dem die intakten Kapside durch einen 
monoklonalen anti-AAV Antikörper (A20) erkannt werden. 
Da der Kapsidtiter einer AAV-Präparation zumeist 10x höher ist als der genomische Titer 
(2.2.2.3.1), wurde anhand dieser Annahme eine Verdünnungsreihe der Präparation in 1x 
PBS durchgeführt, um Konzentrationen zu erreichen, die sich im linearen Bereich des ELISA 
befinden (1 x 107 bis 1 x 109 Kapside / ml). Als Standard wurde eine AAV-Präparation 
eingesetzt, deren Kapsidtiter zuvor mit einem AAV2 Titration ELISA (Progen) bestimmt 
worden war. 
In die Löcher von Nunc-Immunoplatten (96-Lochplatten) wurden 100 µl der einzelnen 
Virusverdünnung  gegeben und über Nacht bei 4°C gelagert. PBS diente als Kontrolle. Am 
nächsten Morgen wurden die Löcher dreimal mit 200 µl Waschpuffer gewaschen und 
anschließend die unspezifischen Bindungen mit 200 µl Blockierungspuffer pro Loch 
abgeblockt (2 h; RT). Dann wurde der Blockierungspuffer verworfen und die Platte 1 h bei 
RT mit dem A20-Antikörper inkubiert (Verdünnung 1:4 in Blockierungspuffer; 100 µl / Loch). 
Es folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer und eine Inkubation von 1 h bei RT mit einem 
Biotin-konjugierten anti-Maus Antikörper (Verdünnung 1:50000 in Blockierungspuffer; 100 µl / 
Loch). Es wurde erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen und anschließend 1 h bei RT 
mit einem mit Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem Streptavidin inkubiert (Verdünnung 
1:1000 in Blockierungspuffer; 100 µl / Loch). Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 
Waschpuffer und zweimaligem Waschen mit H2O (200 µl / Loch) wurde die Startlösung (100 
µl / Loch) in die Löcher gegeben und im Dunkeln inkubiert. Bei ausreichender 
Farbentwicklung (5 – 15 min) wurde die Reaktion mit 50 µl Stoplösung pro Loch 
unterbrochen und die Intensität der Farbreaktion bei 450 nm im Photometer gemessen. 
 
Waschpuffer   0.05 % Tween20 
    in 1x PBS 
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Blockierungspuffer  3 % BSA 
    5 % Saccharose 
    0.05 % Tween20 
    in 1x PBS 
 
 
Startlösung   1 mg TMB in 100 µl DMSO lösen 
    dann Zugabe von 10 ml 0.1 M NaOAc pH 6.2 
    1 µl 30 % H2O2 (Zugabe unmittelbar vor Gebrauch) 
 
 vor Gebrauch immer frisch ansetzen 
 
 
Stoplösung   1 M H2SO4 
 
 
2.2.2.4 Virusinfektionen von Säugerzellen 
 
Die zu infizierenden Zellen wurden 24 h vor der Infektion subkonfluent ausgesät. Je nach 
Versuchsansatz wurden diese in 6 -, 12 - oder 24 – Lochplatten ausgesät. Zellen, die mittels 
Immunfluoreszenz untersucht werden sollten, wurden in 24 – Lochplatten auf Deckgläschen 
ausgesät.  Am Tag der Infektion wurden die Zellen gezählt, um eine definierte Zahl an Viren / 
Zelle einsetzten zu können. Je nach Fragestellung und Nachweismethode wurde dafür der 
genomische oder der Kapsidtiter verwendet. Im Fall von vergleichenden Infektionen mit 
AAV2 und AAV8 wurde immer der genomische Titer verwendet, da AAV8 nicht durch den 
A20-Antikörper erkannt wird und der Kapsid-ELISA (2.2.2.3.2) auf diesem basiert. Zudem ist 
kein Kapsidantikörper für AAV8 käuflich zu erwerben. Das Endvolumen / Loch während der 
Infektion richtete sich nach der Lochgröße (1 ml für 6 - Loch; 500 µl für 12 – Loch; 200 µl für 
24 – Loch). Die Zellen wurden bis zum Abbruch der Infektion bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert. Bei Infektionen von Zellen für Zeitexperimente oder Immunfluoreszenz wurden 
diese auf Eis infiziert und zunächst für 30 min auf Eis gelagert, bevor sie in den 37°C-
Brutschrank gestellt wurden. So ist eine relativ zeitgleiche Infektion der Zellen möglich, da 
die Viren während der Inkubation auf Eis auf die Zellen absinken können. Für längere 
Infektionen (24 – 48 h) war dieser Schritt nicht notwendig. 
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2.2.3 Mikrobiologische Methoden 
 
2.2.3.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterienstämmen 
  
E.coli Bakterien wurden entweder in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten über Nacht bei 
37°C kultiviert. Flüssigkulturen wurden bei 200 rpm geschüttelt. Als Selektionszusatz wurde 
Ampicillin (50 µg / ml) oder Kanamycin (50 µg / ml) verwendet. 
Zur Kryokonservierung wurde 500 µl der entsprechenden Bakteriensuspension mit 500 µl 
sterilem Glycerol gemischt, schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
 
LB-Medium   5 g Natriumchlorid 
    5 g Hefeextrakt 
    10 g Trypton 
 
 mit destilliertem Wasser auf 1 L auffüllen und autoklavieren 
 Antibiotikazugabe bei Bedarf kurz vor Gebrauch 
 
 
 
LB-Agar   1 L LB-Medium 
    15 g Agar 
 
 autoklavieren 
 auf etwa 40°C abkühlen lassen und das entsprechende Antibiotikum zugeben 
 in Petrischalen gießen  
 
 
 
2.2.3.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 
 
5 ml LB-Medium wurden mit dem gewünschten Bakterienstamm angeimpft und über Nacht 
schüttelnd bei 37°C bebrütet. Am nächsten Tag wurde diese Vorkultur 1:100 in 250 ml 
frischem LB-Medium verdünnt und bis zu einer OD600 von 0.7 - 0.8 bei 37°C geschüttelt. Die 
Bakteriensuspension wurde auf 50 ml Reaktionsgefäße verteilt, 10 min auf Eis gekühlt und 
anschließend für 10 min bei 4°C zentrifugiert (3000 rpm). Alle folgenden Schritte wurden in 
einem Kühlraum (4°C) durchgeführt. Das Bakterienpellet wurde in TFB I Puffer resuspendiert 
(30 ml pro 100 ml abzentrifugiertem LB-Medium) und danach 10 min bei 4°C inkubiert. Die 
Bakterien wurden erneut für 10 min bei 4°C zentrifugiert (2000 rpm). Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet wurde in TFB II Puffer (4 ml pro 30 ml TFB I) resuspendiert, in 1.5 
ml Reaktionsgefäße aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C 
gelagert.  
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TFB I    30 mM Kaliumacetat 
    100 mM Calciumchlorid 
    15 % Glycerin 
    50 mM Manganchlorid 
 
 Manganchlorid wird sterilfiltriert und dem Puffer erst nach dem Autoklavieren der 
anderen Komponenten zugesetzt 
 
 
TFB II    10 mM MOPS 
    75 mM Calciumchlorid 
    10 mM Kaliumchlorid 
    15 % Glycerin 
 
 Autoklavieren 
 
 
2.2.3.3 Transformation chemisch kompetenter E.coli Bakterien 
 
50 µl einer chemisch kompetenten Bakteriensuspension wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 µl 
Plasmid-Lösung (100 pg – 100 ng) vorsichtig gemischt und zusammen für 15 min auf Eis 
inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42°C für 90 sec, infolgedessen die Bakterien die 
Plasmid-DNA aufnahmen. Die Bakterien wurden für 5 min auf Eis gestellt. Anschließend 
wurde 200 µl LB-Medium hinzupipettiert und die Suspension 60 min bei 37°C schüttelnd 
inkubiert. Es folgte die Ausplattierung der Ansätze auf LB-Agar Selektionsplatten, welche mit 
dem entsprechenden Antibiotikum versetzt worden waren, und die Bebrütung über Nacht bei 
37°C. 
 
 
2.2.4 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.4.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli 
 
Zur Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli wurden Standard Kits von Eppendorf (Mini-
Präparation) und Qiagen (Mini-, Maxi- und Mega-Präparation) verwendet. Dafür wurden 
jeweils 5 ml (Mini), 400 ml (Maxi) oder 2000 ml (Mega) LB-Medium mit dem entsprechenden 
Antibiotikum versetzt und mit einer Dauerkultur oder einer Einzel-Bakterienkolonie (Mini) 
bzw. einer kleinen Übernachtkultur (Maxi, Mega) angeimpft und über Nacht bei 37°C 
schüttelnd inkubiert. Die Präparation der Plasmid-DNA wurde entsprechend den Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Die Elution des luftgetrockneten Pellets bei Maxi- und Mega-
Präparationen erfolgte mit 250 µl (Maxi) bzw. 500 µl (Mega) mitgeliefertem TE-Puffer. 
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2.2.4.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
Mittels photometrischer Messung wurde die Konzentration und die Reinheit von DNA 
bestimmt. Dafür wurde die zu bestimmende DNA je nach Konzentration so verdünnt, dass 
die Absorption der Probe bei 260 nm im Photometer zwischen 0,1 und 1 lag. Eine OD
260 
von 
1 entspricht 50 μg DNA / ml. Proteine weisen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf. Der 
Quotient von 260 nm / 280 nm gibt daher Aufschluss über die Reinheit der DNA. Der 
Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, um eine ausreichende Reinheit der DNA zu 
gewährleisten. 
 
2.2.4.3 DNA-Restriktionsspaltung 
 
Plasmid-DNA wurde zur Analyse oder zur Isolation bestimmter DNA-Fragmente mit 
Restriktionsendonukleasen (Fermentas, New England Biolabs) gespalten. Zur Isolation 
bestimmter DNA - Fragmente wurden 3 – 10 µg DNA in 50 – 100 µl Gesamtvolumen 
geschnitten. Für analytische Spaltungen wurden 800 ng DNA in 30 µl Reaktionsvolumen 
eingesetzt. Die Ansätze wurden, wenn nicht anders angeben, 2 h bei 37°C inkubiert. Je nach 
Endvolumen wurden die Ansätze mit dem zugehörigen 10 x Puffer sowie 2 – 10 U Enzym 
versetzt und mit Aqua dest. aufgefüllt. Das Auftrennen der DNA-Fragmente erfolgte mittels 
Agarosegelelektrophorese nach Zusatz von 6 x DNA-Ladepuffer (Fermentas) zu den 
Reaktionsansätzen. 
 
2.2.4.4 Agarosegelelektrophorese 
 
DNA Fragmente lassen sich durch das Anlegen von konstanter Spannung aufgrund ihrer 
negativen Ladung je nach Größe auftrennen. Die Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer 
(Fermentas) gemischt (mindestens 1:6) und in 0,8 % igen Agarosegelen (w/v 1x TBE), 
versetzt mit 1 µg/ml Ethidiumbromid, bei einer Spannung von 10 V/cm aufgetrennt. Die 
Auftrennung erfolgte 1 – 2 h. Das Gel wurde mit einem Gelddokumentationsgerät 
begutachtet und photographiert. DNA-Fragmente wurden unter einer UV-Handlampe mit 
langwelligem Licht ausgeschnitten. Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem Gel 
erfolgte mittels Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden).  
 
10x TBE 540 g Tris 
  275 g Borsäure 
  200 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
mit Aqua bidest. auf 5L auffüllen  
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2.2.4.5 Polymerase-Ketten-Reaktion 
 
2.2.4.5.1 Nicht-quantitative PCR 
 
Die PCR ist eine Methode, bei der durch ein temperaturreguliertes Verfahren gewünschte 
DNA Fragmente amplifiziert werden. Zunächst wurde die doppelsträngige template-DNA 5 
min bei 95°C in ihre Einzelstränge aufgeschmolzen. Die folgenden drei Schritte wurden nun 
beliebig oft zyklisch wiederholt. Der Zyklus begann jeweils mit einem Denaturierungsschritt 
(95°C für 45 sec), um die DNA-Primer-Hybride aufzuschmelzen. Dann folgte der Annealing-
Schritt (40 sec), in dem die Primer an die DNA binden. Die Temperatur dieses Schrittes hing 
von der spezifischen Schmelztemperatur TM der verwendeten Primer ab. Die Bindung 
erfolgte bei 5°C unter der TM. Im dritten Schritt wurde das gewünschte DNA-Fragment 
polymerisiert (72°C). Die Dauer der Polymerisierung hing von der Länge des zu 
polymerisierenden Stückes ab.  Anschließend an die Zyklen konnte ein einmaliger 
Extension-Schritt (10 min bei 72°C) erfolgen, bei dem noch nicht vollständig verlängerte 
Fragmente vollständig polymerisiert wurden. Die Proben wurden auf 4°C bis zur Entnahme 
aus der PCR-Maschine gekühlt. Der PCR-Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
100 ng template-DNA, 0.2 mM dNTP`s, je 30 pmol Primer, 5µl 10x Pfu-PCR-Puffer und 1.25 
U Pfu-DNA-Polymerase (Fermentas) in einem Endvolumen von 50µl.   
 
2.2.4.5.2 Quantitative PCR 
 
Die quantitative PCR wurde eingesetzt, um den genomischen Titer einer AAV-Präparation zu 
bestimmen bzw. um die Ausgangsmenge eines spezifischen DNA-Fragmentes in einer 
Probe quantitativ zu ermitteln.  
Die quantitative PCR wurde in einem LightCycler 1 System (Roche) mit dem LightCycler 
Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche) durchgeführt. Die Zusammensetzung der 
PCR erfolgte laut den Angaben des Herstellers. 
 
     2 µl  DNA oder cDNA 
     2 µl  Fast Start Mix 1 
     2 µl  MgCl2 (25 mM) 
  0.1 µl  Primer forward (0.1 mM) 
  0.1 µl  Primer reverse (0.1 mM) 
13.8 µl  H2O 
   20 µl 
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Zur Amplifizierung des LacZ-Gens wurde das Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) 
benutzt. 
 
     2 µl  DNA oder cDNA 
   10 µl  Quantitect SYBR Green PCR Master Mix 
  0.1 µl  Primer forward (0.1 mM) 
  0.1 µl  Primer reverse (0.1 mM) 
  7.8 µl  H2O 
   20 µl 
 
 
Protokoll für humane und murine GAPDH-PCR: 
 
Programm Zyklen Auswertungmodus 
Temp 
(°C) 
Zeit 
(s) 
Änderung 
(°C/s) 
Aufnahmemodus 
Denaturierung 1 Keine 95 900 20 Keine 
       
Amplifikation 35-45 Quantifizierung 94 15 „ „ 
   66 20 „ „ 
   72 15 „ Einfach 
       
Schmelzkurve 1 Schmelzkurven 95 0 „ „ 
   65 10 „ „ 
   95 0 0.1 Kontinuierlich 
       
Abkühlung 1 Keine 40 30 20 Keine 
 
 
Protokoll für GFP-PCR: 
 
Programm Zyklen Auswertungmodus 
Temp 
(°C) 
Zeit 
(s) 
Änderung 
(°C/s) 
Aufnahmemodus 
Denaturierung 1 Keine 95 900 20 Keine 
       
Amplifikation 35-45 Quantifizierung 95 10 „ „ 
   63 3 „ „ 
   72 20 „ Einfach 
       
Schmelzkurve 1 Schmelzkurven 95 0 „ „ 
   67 10 „ „ 
   95 0 0.1 Kontinuierlich 
       
Abkühlung 1 Keine 40 30 20 Keine 
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Protokoll für wtAAV2-PCR: 
Programm Zyklen Auswertungmodus Temp 
(°C) 
Zeit 
(s) 
Änderung 
(°C/s) 
Aufnahmemodus 
Denaturierung 1 Keine 95 900 20 Keine 
       
Amplifikation 35-45 Quantifizierung 95 10 „ „ 
   60 3 „ „ 
   72 35 „ Einfach 
       
Schmelzkurve 1 Schmelzkurven 95 0 „ „ 
   66 10 „ „ 
   95 0 0.05 Kontinuierlich 
       
Abkühlung 1 Keine 40 30 20 Keine 
  
 
Protokoll für Luciferase-PCR: 
Programm Zyklen Auswertungmodus Temp 
(°C) 
Zeit 
(s) 
Änderung 
(°C/s) 
Aufnahmemodus 
Denaturierung 1 Keine 95 900 20 Keine 
       
Amplifikation 35-45 Quantifizierung 95 10 „ „ 
   69 5 „ „ 
   72 12 „ Einfach 
       
Schmelzkurve 1 Schmelzkurven 95 0 „ „ 
   67 10 „ „ 
   95 0 0.1 Kontinuierlich 
       
Abkühlung 1 Keine 40 30 20 Keine 
 
 
 
Protokoll für LacZ-PCR: 
Programm Zyklen Auswertungmodus 
Temp 
(°C) 
Zeit 
(s) 
Änderung 
(°C/s) 
Aufnahmemodus 
Denaturierung 1 Keine 95 900 20 Keine 
       
Amplifikation 35-45 Quantifizierung 94 15 „ „ 
   53 20 „ „ 
   72 20 „ Einfach 
       
Schmelzkurve 1 Schmelzkurven 95 0 „ „ 
   66 10 „ „ 
   95 0 0.1 Kontinuierlich 
       
Abkühlung 1 Keine 40 30 20 Keine 
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2.2.4.6 Sequenzierung 
 
Zur Überprüfung von DNA-Sequenzen wurde mittels des BigDye Terminator v3.1 
Sequencing Kit der zu sequenzierende Bereich in einer PCR amplifiziert. Der 
Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 200 ng template-DNA, 3.2 pmol Primer,    
4 µl 5x BigDye Puffer und 0.5 µl BigDye Mix 3.1 in einem Gesamtvolumen von 20 µl. 
 
Protokoll der Sequenzierungs-PCR: 
Programm Zyklen Temp (°C) Zeit (s) 
Denaturierung 1 96 60 
    
Amplifikation 90 96 30 
  50 15 
  60 240 
    
Amplifikation 1 60 600 
    
Abkühlung 1 4  
 
 
Das amplifizierte Produkt wurde dem Sequenzierservice CCG des Institutes für Genetik 
(Köln) zur Analyse übergeben.  
 
 
2.2.4.7 Extraktion von DNA aus Säugerzellen 
 
Die Isolation von DNA aus Säugerzellen erfolgte unabhängig von der Zell-Linie mit dem 
DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Die Durchführung erfolgte laut den Angaben des Herstellers im 
Protokoll Purification of total DNA from animal blood or cells (spin-column protocol). Die 
Elution erfolgte anstatt mit dem mitgelieferten Puffer mit  80 – 200 µl 10 mM Tris (pH 8.5). 
 
 
2.2.4.8 Extraktion von DNA aus Gewebe 
 
Die Isolation von DNA aus murinem Organgewebe wurde mit dem DNeasy Blood & Tissue 
Kit (Qiagen). Die Durchführung erfolgte mit kleinen Änderungen nach den Angaben des 
Herstellers. 25 mg Organgewebe (bei Milz nur maximal 10 mg) wurden mit 360 µl Puffer ATL 
und 40 µl Proteinase K (doppelte Menge wie angegeben) versetzt und über Nacht schüttelnd 
bei 56°C lysiert. Die Ansätze wurden 15 sec gevortext und anschließend 400 µl AL-Puffer 
zugegeben. Nach wiederholtem Vortexen wurden 400 µl 100 % Ethanol hinzugefügt. Die 
flüssige Phase wurde auf eine DNeasy Mini Spin Säule geladen und zentrifugiert (6000 x g; 
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1 min; RT). Es folgten zwei Waschschritte mit AW1 (16.000 x g; 1 min; RT) und AW2 (16.000 
x g; 3 min; RT). Die DNA wurde in 100 µl 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) eluiert und anschließend 
die DNA-Konzentration bestimmt (2.2.4.2). 100 ng DNA wurden dann mittels quantitativer 
PCR analysiert (2.2.4.5.2). 
 
 
2.2.4.9 Extraktion von zellulärer RNA 
 
Zur Extraktion von zellulärer RNA wurden Zellen einer 12-Lochplatte zunächst mit PBS 
gewaschen und mit einer Trypsinlösung (0.25% Trypsin, 1mM EDTA) abgelöst. Nach 
Ablösen der Zellen wurde durch Zugabe von FCS-haltigem, frischem Medium die 
enzymatische Reaktion der Trypsinlösung inhibiert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation 
(200 x g; RT; 5 min) pelletiert, einmal mit PBS gewaschen und erneut pelletiert. Das Pellet 
wurde dann in 200 µl Trizol resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert, damit die Nucleo-
Protein-Komplexe dissoziieren können. An dieser Stelle ist eine Lagerung bei -80°C bis zur 
Weiterführung der RNA-Extraktion möglich. Dem Trizol-Lysat wurde 40 µl Chloroform 
zugegeben (1/5 Vol) und 15 sec gevortext. Es folgte eine Inkubation von 10 min bei RT und 
eine anschließende Zentrifugation (12000 x g; 15 min; 4°C). Die obere, farblose, wässrige 
Phase, welche die RNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Dann wurde 
Isopropanol (1 Vol) zugegeben und gevortext. Nach einer 10 minütigen Inkubation bei RT 
wurde erneut zentrifugiert (12000 x g; 12 min; 4°C). Der Überstand wurde verworfen und das 
Pellet einmal mit 500 µl 75%igem Ethanol (in DEPC-H20) gewaschen. Die RNA wurde erneut 
pelletiert (12000 x g; 8 min; 4°C), der Überstand verworfen, das Pellet kurz luftgetrocknet (3 - 
5 min) und in 20 µl DEPC-H20 durch auf- und abpipettieren (30 sec) resuspendiert. Die 
Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. 
 
 
2.2.4.10 cDNA-Synthese 
 
Zur Herstellung von komplementärer DNA (cDNA) aus RNA wurde das Verfahren der 
reversen Transkription genutzt. Zunächst wurden 10 µg RNA mit 1 U / µl DNase I, 2.5 mM 
MgCl2, und 0.1 mg/ml BSA in einem Gesamtvolumen von 23,25 µl für 30 min inkubiert, um 
eventuelle DNA-Kontaminationen zu entfernen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von    
1.25 µl einer 50 mM EDTA-Lösung (pH 8.0) und einer 10 minütigen Inkubation bei 65°C 
gestoppt. Anschließend wurden 3 µg RNA unter der Benutzung des Transcriptor First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Roche) in cDNA umgeschrieben. Die Durchführung erfolgte laut den 
Angaben des Herstellers. Die cDNA wurde bis zur Analyse mittels quantitativer PCR bei        
-20°C gelagert. 
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2.2.5 Proteinanalytik 
 
2.2.5.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten 
 
HeLa-Zellen wurden mit PBS gewaschen, durch trypsinieren abgelöst und bei 200 x g für 5 
min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde einmal mit PBS 
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen, das Pellet 
wurde in 500 µl kaltem Ripa-Puffer resuspendiert und die Proben für 30 min auf Eis inkubiert. 
Das resultierende Zelllysat wurde anschließend 30 min bei 4°C zentrifugiert (16.000 x g). Der 
Überstand, welcher die Proteine enthält, wurde abgenommen und die Proteinkonzentration 
bestimmt (2.2.5.3). Die Proteinextrakte wurden bei -80°C gelagert.  
 
 
Ripa-Puffer:  0.5 % DOC 
   0.1 % SDS 
150 mM NaCl 
50 mM Tris pH 8.0 
1 % NP-40 
 
 
 
2.2.5.2 Proteinfällung mittels Trichloressigsäure (TCA) 
 
Der Lösung, aus der die Proteine gefällt werden sollen, wurde TCA zugesetzt, so dass die 
TCA-Endkonzentration in der zu fällenden Lösung 15 % beträgt. Die Ansätze wurden für 1h 
bei -20°C gelagert und anschließend zentrifugiert (16.000 x g; 20 min; 4°C). Das Pellet 
wurde zweimal mit eiskaltem Aceton (-20°C) gewaschen und dann bei 56°C getrocknet     
(10 min), um letzte Reste des Acetons abzudampfen. Dann wurde das Pellet in 200 µl Ripa-
Puffer resuspendiert, um bei gemeinsamer Proteinbestimmung mit Gesamtproteinextrakten 
(2.2.5.1) gleiche Bedingungen zu garantieren. 
 
 
2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
 
Bradford-Reagenz enthält Coomassie-Blau, das an Protein bindet und dessen 
Absorptionsmaximum sich dadurch auf 595 nm verschiebt. Je höher die Proteinkonzentration 
ist, desto stärker ist die Absorption.  
5 μl der Proteinlösung wurde in ein Loch einer 96-Lochplatte vorgelegt und 250 µl 1x 
Bradford-Reagens dazugegeben. Als blank diente 5 µl Ripa-Puffer. Als Standard dienten je  
5 µl verschiedener BSA-Konzentrationen aus dem Quick Start  Bovine Serum Albumin 
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(BSA) Standard Set (BioRad). Nach 10 min wurde eine photometrische Messung bei 595 nm 
durchgeführt. Anhand des Standards wurde eine Eichgerade erstellt, durch welche die 
Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt werden konnten.  
 
 
2.2.5.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 
 
Proteine wurden mittels SDS-Page nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Trennung 
der Proteine wurde durch das SDS ermöglicht, welches auch im Probenpuffer enthalten war 
und durch das die Proteine eine stark negative Ladung erhielten. So war die Eigenladung 
des Proteins im Bezug auf das Laufverhalten im Gel vernachlässigbar. Für die SDS-Page 
wurden diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Aufgrund der zu 
analysierenden Proteingrößen wurde ein 8 % Trenngel gewählt. Das Sammelgel war fünf-
prozentig. Die Proben wurden mit 5x Probenpuffer (1:5) versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert, 
um die Proteine vollständig zu denaturieren und sofort auf das SDS-Gel aufgetragen. Die 
Kammer (Owl) wurde mit Laufpuffer befüllt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 – 120 Volt. Als 
Proteinmolekulargewichtsmarker diente Dual Color (BioRad). 
       
 
 
Sammelgel    5 % Acrylamide Mix 
125 mM Tris (pH 6.8) 
10 % SDS 
10 % Ammoniumpersulfat 
1 % TEMED 
 
 
Trenngel     8 % Acrylamide Mix 
     375 mM Tris (pH 8.8) 
10 % SDS 
     10 % Ammoniumpersulfat 
     0.6 % TEMED 
 
 
5x Probenpuffer (-20°C)  250 mM Tris (pH 6.8) 
     500 mM DTT 
     10 % SDS 
     20 % Glycerol 
     2 % Bromphenolblau 
 
 
Laufpuffer    25 mM Tris-HCl 
     192 mM Glycin 
     0.1 % SDS 
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2.2.5.5 Protein-Transfer (Western Blot) 
 
Der Auftrennung der Proteine mittels SDS-Page (2.2.5.4) folgte der Transfer der Protein auf 
eine Nitrozellulosemembran (Protran BA85, Schleicher & Schüll). Die Übertragung wurde mit 
dem Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell – System (BioRad) durchgeführt. Dafür 
wurde folgender Stapel gebildet: 3 Lagen Whatman-Papier, SDS-Gel, 
Nitrozellulosemembran, 3 Lagen Whatman-Papier. Das Whatman-Papier und die Membran 
waren zuvor mit Blotting-Puffer befeuchtet wurden. Die Schichtung musste luftblasenfrei 
sein. Der Stapel wurde in die dafür vorgesehen Halterung gespannt und in die Transfer-
Kammer gegeben, die anschließend mit Blotting-Puffer gefüllt wurde. Der Transfer der 
Proteine erfolgte über Nacht bei 1.5 mA / cm2 Membran.  
 
 
Blotting Puffer    1x Western Salts 
     15% v/v Methanol 
 
Western Salts    250 mM Tris Base 
     1,92 M Glycin 
 pH 8.3 einstellen 
 Zugabe von 0,02 % SDS 
 
 
2.2.5.6 Immunologischer Proteinnachweis 
 
2.2.5.6.1 Western Blot Analyse 
 
Um unspezifische Bindungen zu vermeiden wurde die Nitrozellulosemembran, auf welche 
Proteine mittels Western Blot (2.2.5.5) übertragen worden sind, 1 h bei RT mit 5 % Milch in 
PBS-T (0.1 % Tween in 1x PBS) abgeblockt. Es folgte die Inkubation (1h; RT) mit dem 
Primärantikörper (B1 oder ß Tubulin I Antikörper). Dieser wurde wie oben angegeben in    
5% Milch /PBS-T verdünnt eingesetzt (2.1.8). Nach drei 5 - 10 minütigen Waschschritten mit 
PBS-T folgte die Inkubation mit einem Peroxidase (POD)-konjugierten Sekundärantikörper 
gegen Maus (Verdünnung 1:10 000 in 5% Milch /PBS-T). Nach drei weiteren Waschschritten 
wurde die Membran kurz in Aqua bidest. geschwenkt und anschließend 5 min mit Super 
Signal Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) inkubiert, um dann das Signal durch 
Exponieren der Membran auf einem Biomax Light Film (Kodak) sichtbar zu machen. 
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2.2.5.6.2 Detektion von GFP mittels Durchflusszytometrie (FACS)  
 
Die gewünschte Zell-Linie wurde in 12-Lochplatten ausgesät und 24 h später infiziert. Zum 
Zeitpunkt der Analyse der GFP-Expression wurden die Zellen mit Trypsin abgelöst und bei 
300 x g (4°C; 5 min) pelletiert. Die Zellen wurden in 300 µl 1x PBS resuspendiert. 
Mindestens 10.000 Zellen wurden sofort mit einem FACScalibur (Becton Dickinson) 
analysiert. Als GFP-positive Zellen wurden jene definiert, deren Fluoreszenz stärker war als 
die von 99 % der Kontrollzellen. Die Daten wurden mit WinMDI 2.8 ausgewertet. 
 
 
2.2.5.6.3 Immunfluoreszenz 
 
Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und 24 h später infiziert. Die Zellen wurden zum 
gewünschten Zeitpunkt fixiert, indem sie zunächst zweimal mit 1x PBS gewaschen wurden 
und anschließend 15 min bei RT mit 3 % Paraformaldehyd (PFA) in 1x PBS fixiert wurden. 
Dann wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen und 30 min mit 50 mM 
Ammoniumchlorid in 1x PBS inkubiert. Dieses neutralisiert die Wirkung des PFA. Es folgten 
erneut zwei Waschritte mit 1x PBS. An dieser Stelle war eine Lagerung von maximal 48 h bei 
4-8°C möglich. Um die Zellen mit Antikörpern zu färben war es nötig, sie durchlässig zu 
machen. Dafür wurden sie 5 min bei RT mit 0.2 % Triton in 1x PBS behandelt und 
anschließend viermal mit 1x PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen abzublocken 
wurden die Zellen dann 10 min bei RT mit 0.2 % Gelatine in 1x PBS inkubiert. Nach dem 
Blockieren wurden die Zellen 1 - 2 h mit dem Primärantikörper inkubiert. Dieser wurde in   
0.2 % Gelatine in 1x PBS wie oben angegeben verdünnt (2.1.8). Die Zellen wurden 
anschließend 3x mit 1x PBS gewaschen und dann 1 - 2 h mit dem Sekundärantikörper 
inkubiert. Auch dieser wurde in 0.2 % Gelatine in 1x PBS wie oben angeben (2.1.8.3) 
verdünnt. Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x PBS wurden die Zellen in Vectashield 
Mounting Medium eingebettet und am kofokalen Mikroskop FluoView FV1000 ausgewertet. 
Die Objekträger wurden bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. 
Bei einer Kernfärbung mit Dapi wurden die Zellen vor dem Einbetten für 5 min mit Dapi        
(1 µg/ml) versetzt und anschließend dreimal gewaschen, bevor die Einbettung erfolgte.
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3 Ergebnisse 
 
3.1 AAV vermittelte Transduktion von Hepatozyten 
 
Hepatozyten als Bestandteil der Leber sind das Ziel vieler Gentherapiestudien. Dieses Organ 
zeichnet sich durch seine gute Erreichbarkeit aus. Zudem werden sekretierbare 
gentherapeutische Produkte nach Herstellung in Hepatozyten effizient in das Blutsystem 
abgegeben. AAV2 und AAV8 akkumulieren beide nach systemischer Applikation in der 
Leber. In in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass AAV8 in murinen Hepatozyten 
eine weitaus höhere Transgenexpression zeigt als AAV2 (Gao et al., 2002; Nakai et al., 
2005). Eine schlechtere Internalisierung des AAV2 in Leberzellen konnte als Ursache 
ausgeschlossen werden (Miao et al., 2000; Nakai et al., 2002; Thomas et al., 2004). 
In dieser Doktorarbeit soll nun getestet werden, ob diese Diskrepanz in der Genexpression 
des AAV2 und des AAV8 auch in in vitro Experimenten beobachtet werden kann und ob sich 
somit ein in vitro System zur Untersuchung der Gründe dieses Effekts eignet. Hierzu wurden 
zwei Zelllinien verwendet und zwar die murine Hepatozyten-Zelllinie H2.35 und die humane 
Hepatom-Zelllinie HepG2. Als Referenzzelllinie verwendete ich die humane Cervixkarzinom-
Zelllinie HeLa, für AAV2 besonders permissiv ist. 
Die Interaktion des AAV mit der Zelle erfolgt hauptsächlich über das Kapsid (Stilwell und 
Samulski, 2004). Adeno-assoziierte Viren und AAV basierte Vektoren unterscheiden sich nur 
in ihrem Genom. Daher ist es möglich, für vergleichende Untersuchungen zur 
Infektionsbiologie verschiedener Serotypen Vektoren zu verwenden. In die Kapside 
verschiedener Serotypen werden AAV2-basierte Genome verpackt, die für dasselbe 
Transgen kodieren (Rabinowitz et al., 2002) und so den direkten Vergleich ermöglichen. 
AAV2 und AAV8 wurden als solche pseudotypiisierte Vektoren produziert und in den 
folgenden Versuchen eingesetzt. 
 
 
 
3.1.1 AAV8 zeigt trotz deutlich schlechterer Internalisierung eine äquivalent 
hohe Anzahl Transgen-exprimierender Zellen wie AAV2 in H2.35-Zellen 
  
In in vivo Experimenten wurde beschrieben, dass AAV8 im murinen Sytem eine deutliche 
höhere Transgenexpression in der Leber aufweist als AAV2, obwohl AAV2 anscheinend sehr 
effizient in Hepatozyten internalisiert wird (Gao et al., 2002; Nakai et al., 2002; Thomas et al., 
2004). Diese Beobachtung sollte in in vitro Versuchen überprüft werden.  
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Abb. 3-1 Untersuchung der Internalisierung, Transkription und Expression des Vektor Genoms von AAV2 
und AAV8 Vektoren  in transduzierten HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen. 
HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 oder AAV8 transduziert. Für die 
Transduktion von HeLa-Zellen und HepG2-Zellen wurde sowohl für AAV2 als auch für AAV8 eine GOI von 10
4
 
und 10
3
, für die Transduktion von H2.35-Zellen eine GOI von 10
5
 und 10
4
 eingesetzt. Die Transduktion erfolgte für 
48h bei 37°C. Bei einem Teil der Ansätze wurden im Anschluss die Zellen gewaschen, abgelöst und 
anschließend die DNA oder die RNA extrahiert, letztere wurde dann in cDNA umgeschrieben. Sowohl die DNA 
als auch die cDNA wurden auf Vektor DNA bzw. Vektor cDNA mittels quantitativer PCR untersucht. Der Abgleich 
der Gesamt-DNA-Menge erfolgte über die Detektion von Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). 
(A) zeigt die Ergebnisse des Nachweises der Vektor DNA. (B) zeigt die Ergebnisse des Nachweises der Vektor 
cDNA. (C) Ein anderer Teil wurde mittels FACS hinsichtlich der Anzahl GFP-exprimierender Zellen analysiert. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). 
 
 
Für diese Untersuchung wurden HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen ausgesät und 24h später 
mit AAV2 oder AAV8 transduziert. Für die Transduktion von HeLa-Zellen und HepG2-Zellen 
wurde sowohl für AAV2 als auch für AAV8 eine GOI von 104 und 103, für die Transduktion 
von H2.35-Zellen eine GOI von 105 und 104 eingesetzt. Die Transduktion erfolgte für 48h bei 
37°C. Bei einem Teil der Ansätze wurden im Anschluss die Zellen pelletiert und 
anschließend die DNA oder die RNA extrahiert, letztere wurde dann in cDNA 
umgeschrieben. Sowohl die DNA als auch die cDNA wurden auf Vektor DNA bzw. Vektor 
cDNA mittels quantitativer PCR untersucht. Der Abgleich der Gesamt-DNA-Menge erfolgte 
über die Detektion von Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Ein anderer 
Teil wurde mittels FACS hinsichtlich GFP-exprimierender Zellen analysiert. 
Abbildung 3-1 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. Angegeben ist der Nachweis der Vektor 
DNA bzw. cDNA, der über das Maß des Nachweises in den Negativkontrollen hinaus 
detektiert werden konnte. Die Anzahl GFP-exprimierender Zellen ist in Prozent angegeben. 
In Ansätzen, die mit AAV8 (höhere GOI) transduziert worden sind, konnte sowohl in HeLa-
Zellen (78fach weniger) als auch in HepG2-Zellen (116fach weniger) und H2.35-Zellen 
(56fach weniger) erheblich weniger Vektor DNA nachgewiesen werden wie in Zellen, die mit 
AAV2 (höhere GOI) transduziert worden sind. Ein Vergleich bei der niedrigeren GOI war im 
Fall von HeLa- und HepG2-Zellen schwierig, da die Detektion von Vektor DNA von AAV8 
unterhalb der Nachweisgrenze lag (Abb. 3-1A). Betrachtet man nun den Nachweis der 
Transkription des Transgens, so ändert sich das Bild (Abb. 3-1B). In Ansätzen, die mit AAV8 
(höhere GOI) transduziert worden sind, konnte in HeLa-Zellen (35.9fach weniger) deutlich 
weniger Vektor cDNA nachgewiesen werden, wenn auch der Unterschied zwischen AAV2 
und AAV8 um die Hälfte kleiner wurde. In HepG2-Zellen hingegen konnte nun nur noch ein 
Unterschied von 16.3fach weniger Vektor cDNA für AAV8 nachgewiesen werden als für 
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AAV2. Ein ganz klares Bild zeigt die Analyse der Vektor cDNA in H2.35-Zellen. In diesen ist 
AAV2 auf Transkriptionsebene nur noch 1.4fach besser als AAV8. Ein Vergleich bei der 
niedrigeren GOI war aufgrund der Nachweisgrenze auch in diesem Fall schwieriger. Die 
Analyse der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen spiegelt die Ergebnisse wieder, die bei 
der Untersuchung der Unterschiede zwischen beiden Vektoren auf Transkriptionsebene 
ermittelt wurden (Abb. 3-1C). In HeLa-Zellen können nur die Ergebnisse ausgewertet 
werden, die bei der niedrigeren GOI erzielt worden sind, da bei der Transduktion der Zellen 
mit AAV2 (GOI 104) bereits die Sättigung erreicht war. Bei der niedrigeren GOI zeigt AAV2 
eine 32fach höhere Anzahl GFP-exprimierender Zellen als AAV8. Die Anzahl Transgen-
exprimierender Zellen in AAV2 transduzierten HepG2-Zellen übersteigt die Anzahl in AAV8 
transduzierten Ansätzen um etwa das 10fache, während sich in H2.35-Zellen die Menge der 
GFP-exprimierenden Zellen fast gleichen.  
Zusammenfassend kann man daher sagen, dass AAV2 zwar deutlich besser in alle 
getesteten Zell-Linien internalisiert wird, jedoch der Unterschied zwischen beiden Vektoren 
auf Transkriptions- und Translationsebene in humanen Hepatozyten um das 10fache sinkt 
(HepG2) bzw. in murinen Hepatozyten ganz neviliert wird (H2.35). 
 
 
3.1.2 Fusionsproteine zur genetischen Markierung Adeno-assoziierter 
Viruskapside 
 
Fluoreszenzproteine (FP) werden häufig mit Proteinen fusioniert, um deren Lokalisation z.B. 
in der Zelle sichtbar zu machen (Chalfie et al., 1994; Helber und Requena, 2007; Nikles et 
al., 2008). Es wurde bereits gezeigt, dass das Kapsidprotein VP2 des AAV Serotyps 2 große 
Insertionen als Fusion an seinem N-Terminus toleriert (Yang et al., 1998). Das AAV-Kapsid 
besteht aus den drei Kapsidproteinen VP1, VP2 und VP3 (1.1.2). Von diesen drei 
Kapsidproteinen eignet sich nur der N-Terminus von VP2 zur Insertion größerer Peptide 
(Yang et al., 1998). Daher verwendeten wir diese Position zur genetischen Insertion des grün 
fluoreszierenden Proteins (GFP). Dieses Fusionsprotein GFP-VP2 ließ sich erfolgreich in das 
AAV Serotyp 2 Kapsid einbauen und wurde für mikroskopische Untersuchungen zur 
Infektionsbiologie verwendet (Lux et al., 2005). Um die Möglichkeiten der Visualisierung der 
AAV-Zellinteraktion zu erweitern, wurden in dieser Arbeit weitere Fluoreszenzproteine auf 
ihre Eignung als genetische Markierung von AAV-Kapsiden untersucht. 
Zu diesem Zweck wurde der offene Leserahmen (ORF) von VP2 mittels PCR amplifiziert und 
an den C-Terminus des ORF des jeweiligen Fluoreszenzproteins angehängt. Das natürliche 
Startkodon von VP2 wurde während der Amplifizierung deletiert, um den Start der 
Ergebnisse 
 
  68  
Translation von diesem Startkodon aus zu vermeiden. Die Transkription des Fusionsproteins 
wurde durch den Promotor des humanen Cytomegalievirus (CMV) kontrolliert. Bei den 
verwendeten Fluoreszenzproteinen handelt es sich um das Cyan fluoreszierende Protein 
(CFP) und die rot fluoreszierenden Proteine DsRed und mCherry. CFP ist eine Variante von 
GFP und unterscheidet sich nur durch sechs Aminosäuremutationen, welche zur 
Verschiebung der Anregungs- und Emissionswellenlänge in den kurzwelligeren Bereich führt 
(pECFP-C1 Vector Information). DsRed stammt aus der Koralle Discoma sp. (Baird et al., 
2000). In dieser Arbeit wurde das DsRed-Monomer (Clontech) verwendet, welches keine 
Tetramere bildet wie DsRed und daher besser für die Markierung von Viruskapsiden 
geeignet ist. Das Fluoreszenzprotein mCherry ist ein Derivat von DsRed und wurde aus 
diesem durch eine Reihe von Mutationen und Modifikationen generiert (Shu et al., 2006). 
Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurde unter anderem die Infektionsbiologie von AAV 
Serotyp 2 (AAV2) und AAV Serotyp 8 (AAV8) in Hepatozyten verglichen. Um diese 
Untersuchungen auch mit mikroskopischen Methoden durchführen zu können, wurden diese 
Fusionsproteine für beide Serotypen kloniert. Zusätzlich wurde auch ein Fusionsprotein aus 
GFP und VP2 des AAV8 hergestellt. 
Um die biologischen Eigenschaften der Fusionsproteine GFP-VP2, CFP-VP2, DsRed-VP2 
und mCherry-VP2 des jeweiligen Serotyps zu testen, wurden transiente Transfektionen mit 
den Plasmiden, die für die Fusionsproteine kodieren, in HeLa-Zellen durchgeführt. Als 
Kontrolle wurden HeLa-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die nur das jeweilige 
Fluoreszenzprotein exprimieren. Die Zellen wurden 24h nach der Transfektion fixiert und die 
Kernlamina wurde mit einem anti-LaminB Antikörper angefärbt. In pCFP-transfizierten 
Ansätzen wurde der Zellkern mit Dapi visualisiert. Abbildung 3-2 zeigt, dass die Signale der 
Fluoreszenzproteine in der gesamten Zelle detektierbar sind, wohingegen man die der 
Fusionsproteine, unabhängig vom Serotyp und von der Art des Fluoreszenzproteins,  nur im 
Zellkern findet. Dieses Ergebnis war erwartet, denn für die verwendeten Fluoreszenzproteine 
sind keine Sequenzen bekannt, die eine Lokalisierung des Proteins in einem bestimmten 
zellulären Kompartiment zur Folge haben. 
Für VP2 des AAV2 hingegen wurde bereits gezeigt, dass dieses ein Kernlokalisationssignal 
(NLS) besitzt und daher als exprimiertes Protein im Zellkern zu finden ist (Hoque et al., 
1999). Da die NLS im VP2 von AAV in den Serotypen AAV1-11 stark konserviert sind, findet 
man auch das exprimierte VP2 des AAV8  im Zellkern (Sonntag et al., 2006). Das 
Experiment lässt daher den Schluss zu, dass die Fusion mit jedem der vier 
Fluoreszenzproteine keinen negativen Einfluss auf die Kernlokalisierung des exprimierten 
VP2 von AAV2 bzw. AAV8 hat. 
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Abb. 3-2: Transiente Transfektion von HeLa-Zellen mit Fluoreszenzprotein (FP) und FP-VP2  
exprimierenden Plasmiden. 
HeLa-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80% mit Plasmiden transfiziert, die für eines der 
Fluoreszenzproteine (GFP, CFP, DsRed, mCherry) kodieren oder solchen, die eines der Fusionsproteine FP-VP2 
(GFP-VP2, CFP-VP2, DsRed-VP2, mCherry-VP2) des AAV2 bzw. AAV8 exprimieren. 24h nach Transfektion 
wurden die Zellen fixiert. Die Kernlamina wurde in pGFP, pDsRed und pmCherry transfizierten Ansätzen mit 
einem anti-LaminB Antikörper (Cy5-konjugierten Sekundärantikörper; blau) gefärbt. In den pCFP transfizierten 
Ansätzen wurde der Zellkern mit Dapi (orange) visualisiert. 
 
Fluoreszenzprotein (FP) FP-VP2 AAV8 FP-VP2 AAV2 
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CFP 
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3.1.3 Die Substituierung von VP2 durch Fluoreszenzprotein-VP2 ermöglicht 
die Produktion von fluoreszenzmarkierten, rekombinanten AAV2 und 
AAV8 Vektoren 
 
Entgegen früherer Studien mit scFv-VP2 Fusionsproteinen, in der eine Produktion von 
viralen AAV2-Vektoren nur in Anwesenheit aller drei Kapsidproteine des AAV2 erfolgte, 
konnte u.a. in unseren eigenen Studien gezeigt werden, dass im Fall einer Markierung des 
AAV2-Kapsids durch GFP-VP2 auch eine komplette Substituierung des natürlichen VP2 
möglich ist und diese Viren weiterhin infektiös sind (Lux et al., 2005; Warrington et al., 2004; 
Yang et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-3: Schematische Darstellung von Plasmiden, die für Kapsidproteine des AAV2 bzw. AAV8 
kodieren. 
(A) Allgemeine schematische Darstellung der Plasmide, die für das Fusionsprotein aus Fluoreszenzprotein (FP) 
(GFP, CFP, DsRed, mCherry) und VP2 des AAV2 bzw. AAV8 kodieren (GFP-VP2, CFP-VP2, DsRed-VP2, 
mCherry-VP2). Das VP2 Startcodon ist deletiert. (B) Um rekombinante fluoreszenzmarkierte AAV2 und AAV8 
Vektoren zu produzieren wurde im Plasmid pRC (AAV2) bzw. pXR-8 (AAV8) (obere Zeichnung) eine 
Basensubstitution (G zu C) in der Wobble-Position des VP2 Startcodons (ACG) durchgeführt und so die Plasmide 
pRC-VP2k.o. (AAV2) und pXR-8-VP2k.o. (AAV8) (untere Zeichnung) generiert. So wird die Expression von VP2 
unterbunden ohne die Aminosäuresequenz von VP1 zu verändern. 
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Tab. 3-1:  Vergleich von AAV-Präparationen nichtmarkierter und Fluoreszenzprotein-markierter Vektoren. 
In dieser Tabelle sind verschiedene AAV2 und AAV8-Vektorpräparationen nach der Art des Kapsids (unmarkiert 
oder Fluoreszenzprotein-markiert) und der Art des Transgens (ssGFP, scGFP, Luciferase, LacZ=beta 
Galaktosidase) aufgelistet. Zudem ist die Partikelmenge angegeben. Die Partikelmenge bezeichnet die DNA-
enthaltenden Vektorpartikel / µl, die durch Transfektion von 1.5 x 10
7
 293-Zellen einer 15 cm-Zellkulturplatte 
generiert worden sind. 
 
 
Art des Kapsids 
 
 
Transgen 
 
Partikelmenge 
 
AAV2
a
 
 
scGFP 
 
3,37 x 10
7
 
AAV2
b
 scGFP 6,15 x 10
7
 
AAV2 LacZ 4,4 x 10
7
 
AAV8 
 
LacZ 7,0 x 10
7
 
GFP-VP2 /AAV2
a
 LacZ 5,46 x 10
6
 
GFP-VP2 /AAV2
b
 LacZ 1,51 x 10
7
 
GFP-VP2 /AAV2
a
 Luciferase 2,54 x 10
7
 
GFP-VP2 /AAV2
b
 Luciferase 3,40 x 10
7
 
GFP-VP2 /AAV8 
 
Luciferase 7,02 x 10
7
 
CFP-VP2 /AAV2 Luciferase 3,0 x 10
7
 
CFP-VP2 /AAV8 
 
Luciferase 3,53 x 10
7
 
DsRed-VP2 /AAV2
a
 ssGFP 3,87 x 10
7
 
DsRed-VP2 /AAV2
b
 ssGFP 6,0 x 10
6
 
DsRed-VP2 /AAV8 ssGFP 2,04 x 10
8
 
DsRed-VP2 /AAV2 Luciferase 1,14 x 10
8
 
DsRed-VP2 /AAV8 
 
Luciferase 1,08 x 10
8
 
mCherry-VP2 /AAV2
a
 Luciferase 5,13 x 10
7
 
mCherry-VP2 /AAV2
b
 Luciferase 7,08 x 10
7
 
mCherry-VP2 /AAV8
a
 Luciferase 1,52 x 10
8
 
mCherry-VP2 /AAV8
b
 Luciferase 1,08 x 10
8
 
      
       a und b markieren virale Präparationen, die unabhängig voneinander produziert worden sind 
 
 
Die Produktion von rekombinanten AAV Vektoren erfolgte durch Transfektion von 293-Zellen 
mit drei verschiedenen Plasmiden (2.2.2.1). Eines der Plasmide kodierte für die Rep- und 
Kapsidproteine von AAV, ein weiteres für das zu verpackende Transgen und ein drittes für 
adenovirale Proteine, die für die Replikation des AAV benötigt werden. Um 
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fluoreszenzmarkierte AAV-Vektoren zu produzieren, deren natürliches VP2 durch 
Fluoreszenzprotein (FP)-VP2 ersetzt wird, wurden neben dem adenoviralen Helferplasmid 
und dem Plasmid, das für das Transgen kodiert, zwei Plasmide benötigt, eines das FP-VP2 
exprimiert und eines das zwar weiterhin für die anderen beiden Kapsidproteine, VP1 und 
VP3, kodiert, aber nicht mehr für VP2. Daher wurde das Startcodon von VP2 (ACG) in pRC 
(AAV2) bzw. pXR-8 (AAV8) durch eine Basensubstitution (G zu C) in der Wobble-Position 
dieses Startcodons verändert und so pRC-VP2k.o. und pXR-VP2k.o. generiert. Diese 
Mutation unterbindet zwar die Expression von VP2, verändert allerdings nicht die 
Aminosäuresequenz von VP1. Eine schematische Darstellung dieser Plasmide ist in 
Abbildung 3-3 gezeigt. 48h nach Transfektion wurden die 293-Zellen geerntet und die Zellen 
lysiert. Die Aufreinigung der produzierten Vektoren erfolgte mittels eines diskontinuierlichen 
Gradienten (2.2.2.2). Anschließend wurde der genomische Titer der Viruspartikel durch 
quantitative PCR bestimmt. 
Die markierten AAV-Vektorverpackungen wiesen im Vergleich zu Verpackungen von 
unmarkierten AAV-Vektoren vergleichbare Mengen an Transgen-enthaltenden Partikel auf. 
Auch die Wahl des Transgens (Luciferase, ssGFP, scGFP, LacZ), das in die Vektorkapside 
verpackt wurde, scheint diese nicht zu beeinflussen (Tab. 3-1).  
Der Einbau des Fusionsproteins in das Kapsid wurde durch Western Blot überprüft. Dafür 
wurden die Vektoren denaturiert, in einem SDS- Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine 
Nitrozellulosemembran übertragen. Die Detektierung der Kapsidproteine erfolgte durch den 
B1-Antikörper, der an den C-Terminus aller drei Kapsidproteine bindet. Abbildung 3-4 zeigt 
die Kapsidproteinzusammensetzung verschiedener Fluoreszenzprotein (FP)-markierter und 
nicht markierter AAV2 (A) und AAV8 (B) Vektoren. Unmarkierte AAV2 und AAV8-Vektoren 
zeigen drei Banden, die den Kapsidproteinen VP1, VP2 und VP3 entsprechen und die wie 
erwartet in einem Verhältnis von etwa 1:1:10 vorliegen (Abb. 3-4 (A) bzw. (B) Reihe 1). In 
FP-markierten AAV2 und AAV8 Vektoren ist das natürliche VP2 durch FP-VP2 ersetzt. 
Daher konnte man bei diesen Vektoren neben VP1 und VP3 noch eine Bande des FP-VP2 
detektieren, nicht aber eine des natürlichen VP2 (Abb. 3-4 (A) Reihe 2-6, 8 bzw. (B) Reihe 2-
4, 6, 8). Es ist jedoch zu beobachten, dass einige virale Präparationen der FP-markierten 
Vektoren ein überdurchschnittlich hohes Maß an FP-VP2 in der Zusammensetzung  des 
Kapsids aufweisen. Gleichzeitig kann man bei diesen Präparationen auch ein Signal für 
natürliches VP2 zu erkennen ist, obwohl dessen Startcodon deletiert ist (Abb. 3-4 (A) Reihe 
7 und 3-4 (B) Reihe 5 und 7). Allgemein kann man beobachten, dass der Anteil von VP1 und 
FP-VP2 an der Zusammensetzung des Kapsids bei FP-markierten Vektoren bei Betrachtung 
unterschiedlicher Präparationen variiert und diese Varianz unabhängig von FP und Serotyp 
ist (Abb. 3-4, gekennzeichnet mit a und b). 
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Abb. 3-4: Western Blot Analyse von AAV2 (A) und AAV8 (B) Kapsiden. 
AAV2 (A) und AAV8 (B) Vektoren wurden über einen diskontinuierlichen Gradienten aufgereinigt. 1x10
9
 
Transgen-enthaltende Partikel wurden denaturiert, ihre Kapsidproteine wurden in einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Western Blot unter der Benutzung des B1-Antikörpers analysiert (POD 
konjugierter anti-Maus Sekundärantikörper). Der B1-Antikörper erkennt den C-Terminus aller Kapsidproteine 
(Fluoreszenzprotein (FP)-VP2, VP1, VP2 und VP3). (A) zeigt die Analyse von AAV2-Vektoren, (B) zeigt die von 
AAV8-Vektoren. In den Reihen sind jeweils unmarkiertes AAV (1), GFP-markiertes AAV (2 und 3), CFP-
markiertes AAV (4), DsRed-markiertes AAV (5 und 6) und mCherry-markiertes AAV (7 und 8) aufgetragen. 
a
 und 
b
 
markieren virale Präparationen, die unabhängig voneinander produziert worden sind. 
 
 
3.1.4 Neue Anwendungsmöglichkeiten markierter AAV-Vektoren zur 
Untersuchung der Infektionsbiologie von AAV 
 
Die Markierung von AAV-Vektoren mit verschiedenen Fluoreszenzproteinen ermöglicht die 
Durchführung von Experimenten zur Untersuchung der Infektionsbiologie von AAV, die 
vorher aus technischen Gründen nicht möglich gewesen sind. Diese Experimente 
umschließen z.B. Koinfektionen von zwei Vektoren, die von demselben Antikörper erkannt 
werden. Ein Beispiel für einen solchen Fall ist die Koinfektion des AAV2 und der PLA2-
Mutante, die auch, neben AAV2 und AAV8, im Rahmen meiner Doktorarbeit mit einem 
Fluoreszenzfusionsprotein markiert werden konnte (Abb. 3-5). Diese Mutante unterscheidet 
sich vom Wildtyp-AAV2 nur durch die Veränderung von zwei Aminosäuren im N-terminalen 
Bereich des VP1 (76HD/AN). Diese Mutation liegt im katalytischen Zentrum einer viralen 
Phospholipase A2, die eine entscheidende Rolle für die Infektiösität von AAV spielt (3.2). Um 
direkte Unterschiede zwischen dem Wildtyp (wt) und der Mutante hinsichtlich ihres 
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Infektionsweges durch die Zelle zu ergründen, war es nötig Koinfektionen durchzuführen. Da 
beide Viren nicht durch die zur Verfügung stehenden Antikörper unterschieden werden 
können, wurde der Wildtyp mit DsRed-VP2 markiert, wohingegen in das Kapsid der HD/AN-
Mutante GFP-VP2 eingebaut wurde, um so eine Unterscheidung zu ermöglichen. HeLa-
Zellen wurden ausgesät und 24h später mit DsRed-markiertem wt und GFP-markierter 
HD/AN-Mutante (jeweils 5 x 106 Kapside /Zelle) für 2h koinfiziert und anschließend fixiert. 
Um das Signal zu verstärken wurde DsRed mit einem anti RFP-Antikörper und einem 
sekundären Cy5-konjugierten anti-Kaninchen Antikörper gefärbt. Der Zellkern wurde mit Dapi 
sichtbar gemacht. Abbildung 3-5 (A) zeigt die Signale des anti RFP-Antikörpers, der das 
DsRed der DsRed-markierten Wildtyp-Viren erkennt. Die Signale der GFP-markierten 
HD/AN-Mutante sind in Abbildung 3-5 (B) zu sehen. In (C) sind die Signale aus (A) und (B) 
mit dem Dapi-Signal überlagert dargestellt. Kolokalisationen des anti-RFP Antikörpersignals 
und des GFP-Signals sind in den überwiegenden Teilen der Aufnahme zu beobachten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-5: Koinfektion von DsRed-VP2 AAV2 wt und GFP-VP2 AAV2 HD/AN-Mutante.  
HeLa-Zellen wurden ausgesät, 24h später mit DsRed-markiertem AAV2 wt und GFP-markierter AAV2 HD/AN-
Mutante (jeweils 5 x 10
6
 Kapside /Zelle) für 2h koinfiziert und anschließend fixiert. Die Zellen wurden mit einem 
anti-RFP Antikörper (erkennt DsRed) und einem sekundären Cy5-konjugierten anti-Kaninchen Antikörper gefärbt. 
Der Zellkern wurde mit Dapi visualisiert. (A) zeigt die Signale des anti-RFP Antikörper (rot). (B) zeigt die GFP-
Signale der GFP-markierten HD/AN-Mutante (grün). (C) zeigt die Überlagerung von (A) und (B) und der Dapi-
Färbung (blau). 
 
Die Visualisierung von AAV8 ist prinzipiell nur mit fluoreszenzmarkierten Vektoren möglich, 
da kein anti-AAV8-Kapsid Antikörper käuflich zu erwerben ist. Auch Koinfektionen von AAV2- 
und AAV8-Vektoren sind nur mit fluoreszenzmarkierten Kapsiden möglich, da eine wirkliche 
Vergleichbarkeit des jeweiligen Vektors mit dem anderen hinsichtlich der Wege durch die 
Zelle nur dann gegeben ist, wenn beide Vektoren markiert sind. Zur Visualisierung einer 
Kotransduktion von fluoreszenzmarkiertem AAV2 Vektor mit fluoreszenzmarkiertem AAV8 
 
 A  C  B 
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Vektor wurden humane Hepatomazellen, HepG2, ausgesät und 24h später mit GFP-
markiertem oder CFP-markiertem AAV2 Vektor und mCherry-markiertem AAV8 Vektor (GOI 
105) für 2h kotransduziert und anschließend fixiert. Die Koinfektionen mit CFP-markiertem 
AAV2 Vektor wurden mit einem anti-GFP Antikörper (erkennt auch CFP) gefärbt. Die 
Kernfärbung erfolgte mit einem anti-LaminB Antikörper.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-6: Kotransduktion von GFP-VP2 AAV2 oder CFP-VP2 AAV2 und mCherry-VP2 AAV8 in HepG2-
Zellen. 
HepG2-Zellen wurden ausgesät, 24h später mit GFP-markiertem AAV2 und mCherry-markiertem AAV8 (A - C) 
oder CFP-markiertem AAV2 und mCherry-markiertem AAV8 (D - F) (GOI 10
5
) für 2h kotransduziert und 
anschließend fixiert. Die mit CFP-markiertem AAV2 Vektor transduzierten Zellen wurden mit einem anti-GFP 
Antikörper (erkennt CFP) und einem sekundären Cy5-konjugierten anti-Kaninchen Antikörper gefärbt. In allen 
Ansätzen wurde die Kernlamina mit einem anti-LaminB Antikörper gefärbt ((A) – (C) FITC-konjugierter anti-Ziege 
Sekundärantikörper; (D) – (F) Cy5-konjugierter anti-Ziege Sekundärantikörper). (A) zeigt die GFP-Signale (grün) 
des markierten AAV2 Vektors. (D) zeigt das Signal des anti-GFP Antikörpers (blau), der die CFP-markierten 
AAV2 Vektoren erkennt. (B) und (E) zeigen die mCherry-Signale des markierten AAV8 Vektors (rot). (C) und (F) 
zeigen die Überlagerungen von (A) und (B) bzw. (D) und (E) und die Färbung der Kernlamina (blau bzw. grün). 
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In Abbildung 3-6 sind die mikroskopischen Aufnahmen der Kotransduktionen dargestellt. (A) 
– (C) zeigt Bilder der Kotransduktion von GFP-markiertem AAV2 (A) und mCherry-
markiertem AAV8 Vektor (B). (D) – (F) zeigt die Aufnahmen der Kotransduktion von CFP-
markiertem AAV2 (D) und mCherry-markiertem AAV8 Vektor (E). Es ist zu erkennen, dass 
das mCherry-Signal des markierten AAV8 Vektors (B und E) schwächer ist, als das des 
GFP- oder CFP-markierten AAV2 Vektors (A und D). Dieser Unterschied ist bedingt durch 
eine schlechtere Internalisierungseffizienz von AAV8 in HepG2-Zellen im Vergleich mit der 
von AAV2. Dennoch zeigen sich bei internalisierten AAV2 und AAV8 Vektoren deutliche 
Kolokalisationen in der Zelle (C und F). 
 
 
3.1.5 MG132 führt zu einer deutlichen Steigerung der Anzahl Transgen-
exprimierender Zellen in AAV2 und AAV8 transduzierten H2.35-Zellen 
 
In Kapitel 3.1.1 konnte demonstriert werden, dass in AAV2 und AAV8 transduzierten Zell-
Linien deutliche Unterschiede im relativen Verhältnis von internalisierter DNA zu 
transkribierter DNA und zu exprimiertem Transgen bestehen. Daher sollte nun getestet 
werden, ob ein stärkerer oder weniger starker Abbau eines der beiden Serotypen in einer der 
Zell-Linien durch Proteasomen für diesen Effekt verantwortlich sind. Die Behandlung der 
Zellen mit dem Proteasomeninhibitor MG132 während der Transduktion sollte darüber 
Aufschluss geben. 
Für dieses Experiment wurden HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen ausgesät und 24h später 
mit AAV2 oder AAV8 transduziert. Die Transduktion von HeLa-Zellen und HepG2-Zellen 
erfolgte mit einer GOI von 104, die Transduktion von H2.35-Zellen mit einer GOI von 105. Die 
Zellen wurden 15 min vor und während der Transduktion mit 10 µM MG132 inkubiert. 4h p.t. 
wurden die Zellen gewaschen und 20h später mittels FACS analysiert (Abb. 3-7). Die 
Ergebnisse der detektierten Anzahl Transgen-exprimierender Zellen sind in Abbildung 3-7A 
dargestellt. In AAV2 transduzierten HeLa- und HepG2-Zellen konnte durch MG132 keine 
(von 95.8% auf 98.7%) bzw. eine geringe (von 64.4% auf 73.2%) Steigerung der Anzahl 
GFP-exprimierender Zellen beobachtet werden, wobei in HeLa-Zellen bereits ohne MG132 
eine Sättigung erreicht war. In AAV2 transduzierten H2.35-Zellen konnte hingegen mit 
MG132 ein deutlicher Anstieg der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen beobachtet 
werden (von 5.9% auf 64.4%). MG132 steigert auch die Menge GFP-exprimierender Zellen 
in AAV8 transduzierten HeLa-Zellen (von 5.3% auf 17.1%) und HepG2-Zellen (von 2.1% auf 
8%). Jedoch ist auch bei diesem Serotyp der deutlich stärkste Anstieg in H2.35-Zellen zu 
detektieren (von 1.4% auf 48%).  
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Abb. 3-7: Einfluss von MG132 auf die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in mit AAV2 oder AAV8 
transduzierten HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen. 
HeLa-, HepG2- und H2.35-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 oder AAV8 transduziert. Die 
Transduktion von HeLa-Zellen und HepG2-Zellen erfolgte mit einer GOI von 10
4
, die Transduktion von H2.35-
Zellen mit einer GOI von 10
5
. Die Zellen wurden 15 min vor und während der Transduktion mit MG132 (10µM) 
inkubiert. 4h p.t. wurden die Zellen gewaschen und 20h später mittels FACS analysiert. (A) zeigt die Anzahl GFP-
exprimierender Zellen in Prozent. (B) zeigt die durchschnittliche Fluoreszenzintesität (MFI). Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). 
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Interessant ist die vergleichende Betrachtung der jeweiligen durchschnittlichen 
Fluoreszenzintensität (MFI), die in Abbildung 3-7B dargestellt ist. Für AAV2 transduzierte 
HeLa- und HepG2-Zellen konnte bei Behandlung mit MG132, anders als bei der Betrachtung 
der Anzahl GFP-exprimierender Zellen, ein deutlicher Anstieg der MFI verzeichnet werden, 
von 461 auf 2249 bzw. von 42 auf 239. In AAV2 transduzierten H2.35-Zellen korreliert die 
Steigerung der MFI (von 16 auf 145) etwa mit dem Anstieg der Transgen-Expression (von 
5.9% auf 64.4%). Auch in AAV8 transduzierten HeLa- und HepG2-Zellen korreliert die 
Steigerung der MFI von 26 auf 83 bzw. von 14 auf 57 mit dem Anstieg der GFP-Expression. 
Im Vergleich mit der enormen Expressionsteigerung durch MG132 in AAV8 transduzierten 
H2.35-Zellen steigt die MFI wesentlich schwächer (von 14 auf 91). 
Zusammenfassend kann man daher sagen, dass MG132 in AAV2 transduzierten H2.35- 
Zellen und in AAV8 transduzierten HeLa- und HepG2-Zellen einen Anstieg der Transgen-
exprimierenden Zellen bedingt, der mit der Zunahme der MFI korreliert. Hingegen steigt die 
MFI in AAV2 transduzierten HeLa- und HepG2-Zellen durch MG132 deutlich an. Dieser 
Anstieg ist jedoch nicht mit einem Anstieg der Anzahl GFP-exprimierender Zellen 
korrelierbar. Ein noch anderes Bild zeichnet sich für AAV8 transduzierte H2.35-Zellen, die 
zwar eine immense Steigerung der GFP-exprimierenden Zellen zeigen, aber in Verhältnis 
kaum einen Anstieg in der MFI. MG132 scheint daher je nach Zell- und Serotyp einen 
unterschiedlichen Effekt hervorzurufen. 
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3.2 Die virale Phospholipase A2 und ihre Funktion während einer AAV-
Infektion 
 
Parvoviren weisen eine virale sekretorische Phospholipase A2 (sPLA2) auf, die sich am N-
Terminus des VP1 befindet, und deren Vorkommen in Viren vorher nicht bekannt war (Zádori 
et al., 2001). Diese sPLA2 ist essentiell für die Infektiösität von AAV, da diese drastisch sinkt, 
wenn man dieses sPLA2-Motiv mutiert (Girod et al., 2002). Da der N-Terminus von VP1 erst 
im Verlauf der Infektion auf dem viralen Kapsid exponiert wird und somit die sPLA2 erst zu 
diesem Zeitpunkt aktiv werden kann, lässt sich daraus schließen, dass diese für einen Schritt 
nach der Exponierung aber vor der Expression der viralen Gene benötigt wird, etwa dem 
Austritt aus den Endosomen oder dem Kerneintritt (Sonntag et al., 2006). 
In den folgenden Kapiteln wurde die von Girod und Kollegen hergestellte PLA2-Mutante 
detailliert untersucht, um die Funktion der PLA2 während einer AAV-Infektion zu bestimmen. 
Bei dieser Mutante wurden die beiden Aminosäuren des katalytischen Zentrums verändert 
(HD zu AN). Daher steht die Abkürzung HD/AN auf den folgenden Seiten für diese Mutante. 
Wenn nicht explizit anders angeben, wurden in den folgenden Versuchen rekombinante 
Vektoren verwendet, die anstatt des wt-Genoms das Transgen scGFP aufweisen. 
 
 
3.2.1 AAV2 und PLA2-Mutante zeigen dieselbe Effizienz beim Eintritt in HeLa-
Zellen 
 
Um zu ergründen, an welcher Stelle während der AAV2-Infektion die Phospholipase A2 
(PLA2) benötigt wird, wurde zunächst untersucht, ob sich wt und HD/AN in der Effizienz ihres 
Zelleintritts unterscheiden. Dafür wurden Zellen mit AAV2 oder HD/AN mit einer GOI von 104 
transduziert und 30 min auf Eis inkubiert, um ein Absinken der Vektoren auf die Zellmembran 
und eine zeitgleiche Internalisierung zu ermöglichen. Nach einer anschließenden 
einstündigen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen gründlich gewaschen und trypsiniert, um 
nichtinternalisierte Vektoren von der Zellmembran zu entfernen. Anschließend wurde die 
DNA aus den Zellen extrahiert. Die Menge an Vektor DNA wurde mittels quantitativer PCR 
bestimmt. Der Abgleich der Gesamt-DNA-Menge erfolgte über die Detektion von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH).  
Für AAV2 konnte das 715-fache und für die PLA2-Mutante das 1017-fache an Vektor 
Genomen detektiert werden (Abb. 3-8). Da die Anzahl der nachgewiesenen internalisierten 
Vektor Genome in den mit PLA2-Mutante transduzierten Zellen die Anzahl der nachgewiesen 
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Genome in den mit AAV2 transduzierten Zellen sogar noch etwas übersteigt, kann man 
schließen, dass die PLA2-Funktion nicht für den Eintritt in die Zelle benötigt wird. 
 
 
Abb. 3-8: Quantifizierung der Effizienz des Eintritts von AAV2 und PLA2-Mutante (HD/AN) in HeLa-Zellen. 
Zur Quantifizierung der Internalisierungseffizienz von AAV2 und PLA2-Mutante (HD/AN) wurden 4x10
4
 HeLa-
Zellen in eine 12-Lochplatte ausgesät und 24h später mit einer GOI von 10
4
 transduziert. Die Transduktion 
erfolgte zunächst für 30 min auf Eis und anschließend 1h bei 37°C. Die Zellen wurden mit Trypsin abgelöst und 
dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurde aus diesen die DNA extrahiert. Die Vektor DNA wurde mittels 
quantitativer PCR analysiert. Der Abgleich der Gesamt-DNA-Menge erfolgte über die Detektion von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung 
(n=3). 
 
 
3.2.2 AAV2 und PLA2-Mutante kolokalisieren 30 min und 1h nach Infektion 
 
Da gezeigt werden konnte, dass AAV2 und PLA2-Mutante dieselbe Effizienz beim Eintritt in 
HeLa-Zellen zeigen (3.2.1), sollte nun mikroskopisch überprüft werden, ob beide Viren in 
frühen Phasen der Infektion auch in denselben Bereichen zu detektieren sind. Daher wurden 
HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit DsRed-markiertem AAV2 und GFP-markierter 
PLA2-Mutante koinfiziert (5 x 10
6 Kapside / Zelle). Bei den verwendeten Viren handelt es sich 
nicht um Vektoren, da sie nicht für ein Transgen sondern für das Wildtyp-Genom kodieren. 
Um eine zeitgleiche Internalisierung zu gewährleisten, wurde die Infektion vor der Inkubation 
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bei 37°C zunächst für 30 min auf Eis durchgeführt. Die Infektion wurde zu zwei 
verschiedenen Zeitpunkten (30 min und 1h bei 37°C) abgebrochen und die Zellen wurden 
fixiert. Die Zellen wurden mit einem anti RFP-Antikörper (erkennt DsRed) und einem 
sekundären Cy5-konjugierten anti-Kaninchen Antikörper gefärbt. Der Visualisierung des 
Zellkerns erfolgte durch Dapi-Färbung (Abb. 3-9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-9: Koinfektion von DsRed-markiertem AAV2 und GFP-markierter PLA2-Mutante in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit DsRed-markiertem AAV2 und GFP-markierter PLA2-Mutante 
koinfiziert (5 x 10
6
 Kapside / Zelle), die für das Wildtyp-Genom kodieren. Vor der Inkubation bei 37°C wurde die 
Infektion zunächst für 30 min auf Eis durchgeführt. Die Infektion wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (30 
min und 1h bei 37°C) abgebrochen und die Zellen wurden fixiert. Die Zellen wurden mit einem anti RFP-
Antikörper (erkennt DsRed) und einem sekundären Cy5-konjugierten anti-Kaninchen Antikörper gefärbt. Die 
Visualisierung des Zellkerns erfolgte durch Dapi-Färbung. Die obere Reihe zeigt eine Aufnahme von Zellen die 30 
min und die untere Reihe eine Aufnahme von Zellen die 1h nach Infektion fixiert wurden. In der ersten Spalte sind 
nur die Signale des anti RFP Antikörpers (rot) und in der zweiten Spalte nur die GFP-Signale (grün) dargestellt. 
Die dritte Spalte zeigt eine Überlagerung der anti RFP-Signale, der GFP-Signale und der Dapi-Färbung (blau). 
 
Abbildung 3-9 zeigt Aufnahmen, die mit einem konfokalen Mikroskop 30 min (obere Reihe) 
bzw. 1h (untere Reihe) nach Infektionsbeginn gemacht wurden. In Spalte 1 sind nur die 
Signale des anti RFP Antikörpers, der den DsRed-markierten AAV2 Wildytp erkennt, und in 
Spalte 2 nur die GFP-Signale der PLA2-Mutante dargestellt. In Spalte 3 sind die Signale der 
AAV2 PLA2-Mutante Überlagerung 
30 min 
     1 h 
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Spalte 1 und 2 mit dem Dapi-Signal des Zellkerns übereinander gelegt. Es ist deutlich zu 
erkennen, dass die Signale des anti RFP Antikörpers (Spalte 1) und die GFP-Signale (Spalte 
2) in gleichen Regionen zu finden sind und teilweise sogar Kolokalisationen (Spalte 3) 
beobachtet werden können. Während die Signale 30 min nach Start der Infektion noch über 
die Zelle verteilt sind (obere Reihe), findet man bereits 1h nach Infektionsbeginn lokale 
Ansammlungen des anti RFP Antikörper Signals und des GFP Signals. Diese 
Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass sich AAV2 und die PLA2-Mutante zu 
frühen Zeitpunkten der Infektion in denselben Bereichen befinden. 
 
 
3.2.3 PLA2-Mutante zeigt trotz perinukleärer Akkumulation nur eine schwache, 
verspätete Transgenexpression in HeLa-Zellen 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation des katalytischen Zentrums der viralen PLA2 zu 
einem drastischen Abfall der Infektiösität führt (Girod et al., 2002). In den oberen Kapiteln 
konnte bereits demonstriert werden, dass AAV2 und die PLA2-Mutante keine Unterschiede 
hinsichtlich der Internalisierungseffizienz (3.2.1) und der Lokalisierung in der Zelle zu frühen 
Zeitpunkten der Infektion (3.2.2) aufweisen. Ein wichtiger Schritt für ein DNA-Virus wie z.B. 
AAV ist es, nach dem erfolgreichen Eintritt in die Zelle das Genom in den Zellkern zu 
transportieren, damit dieses dort exprimiert wird. Daher sollte nun mittels einer Zeitkinetik 
überprüft werden, ab welchen Zeitpunkt man Transgen-exprimierende Zellen in den mit  
AAV2 oder der PLA2-Mutante transduzierten Ansätzen detektieren kann.  
Dafür wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 104 und 103) oder der 
PLA2-Mutante (GOI 10
5 und 104) transduziert. Die Transduktion erfolgte zunächst für 30 min 
auf Eis bevor die Zellen bei 37°C inkubiert wurden. Zu festgelegten Zeitpunkten (0h, 30 min, 
1h, 2h, 3h, 4h, 11h, 24h, 48h) nach dem Temperaturwechsel wurde die Transduktion 
unterbrochen. Anschließend wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) die Anzahl 
Transgen-exprimierender Zellen bestimmt (Abb. 3-10A). Für AAV2 konnten bereits 2h (GOI 
104) bzw. 3h (GOI 103) nach Transduktion (p.t.) die ersten Transgen-exprimierenden Zellen 
nachgewiesen werden (1.7 % bzw. 1.7 %). Nach 11h p.t. (GOI 104) bzw. 11-24h p.t. (GOI 
103) wurde das Plateau erreicht. Für die PLA2-Mutante zeichnet sich ein anderes Bild. Erste 
Transgen-exprimierende Zellen wurden 11h und 24h p.t. (GOI 105 und GOI 104) detektiert. 
Zudem konnte in dem Messzeitraum kein Plateau erreicht werden. Im Gegensatz zu 
Transduktionen mit wt-AAV2 führte eine Erhöhung der Partikelzahl nicht zu einer 
signifikanten Steigerung an Transgen-exprimierenden Zellen. 
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Abb. 3-10: Zeitkinetik der Transgen-exprimierenden Zellen (A) und der intrazellulären Lokalisierung der 
Vektoren (B) in AAV2 bzw. mit der PLA2-Mutante (HD/AN) transduzierten HeLa-Zellen. 
(A) HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 10
4
 und 10
3
) oder PLA2-Mutante (GOI 10
5
 und 
10
4
) transduziert. Der Abbruch der Transduktion erfolgte nach 0h, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 11h, 24h bzw. 48h. Die 
Zellen wurden abgelöst und mittels FACS analysiert. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). 
(B) HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 bzw. PLA2-Mutante (GOI 10
4
) transduziert. Der 
Abbruch der Transduktion wurde 30 min und 2h nach Transduktion durchgeführt. Die Zellen wurden fixiert und 
das Kapsid wurde mit A20, einem anti-AAV2-Kapsid Antikörper, angefärbt (RRX-konjugierter anti-Maus 
Sekundärantikörper; oben rot). Die Kernlamina wurde mit einem anti-LaminB Antikörper (Cy5-konjugierter anti-
Ziege Sekundärantikörper; oben blau) visualisiert. 
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Parallel sollten Immunfluoreszenzaufnahmen derselben Zeitpunkte zeigen, wo sich das Virus 
jeweils in der Zelle befindet. Dafür wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit AAV2 
oder der PLA2-Mutante mit einer GOI von 10
4 transduziert. Die Transduktion erfolgte 
zunächst für 30 min auf Eis bevor die Zellen bei 37°C inkubiert wurden. Der Abbruch der 
Transduktion wurde zu denselben Zeitpunkten durchgeführt wie für die Zeitkinetik. Die Zellen 
wurden fixiert und das Kapsid wurde mit A20, einem anti-AAV2-Kapsid Antikörper, angefärbt. 
Die Kernlamina wurde mit einem anti-LaminB Antikörper sichtbar gemacht. In Abbildung 3-
10B sind Aufnahmen von AAV2 transduzierten (links) und mit der PLA2-Mutante 
transduzierten (rechts) HeLa-Zellen 30 min p.t. und 2h p.t. gezeigt. Nach 30 min zeigte sich 
sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante eine diffuse Verteilung der Vektoren im 
Zytoplasma, wohingegen bereits 2h p.t. eine deutliche perinukleäre Akkumulation zu 
detektieren ist. 
 
 
Abb. 3-11: Darstellung des Verhältnisses von GOI und Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in AAV2 
transduzierten oder mit der PLA2-Mutante (HD/AN) transduzierten HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5
) für 24h bei 
37°C transduziert. Die Zellen wurden abgelöst und mittels FACS analysiert (Balken; linke Y-Achse). Angegeben 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). Die Graphik zeigt zudem die jeweils eingesetzte GOI (Raute; 
rechte Y-Achse). 
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Zusammenfassend kann man daher aus diesen Beobachtungen schließen, dass bereits     
2h p.t. sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante eine perinukleäre Akkumulation 
detektiert werden konnte und für AAV2 auch 2-3h p.t. bereits Transgen-exprimierende Zellen 
nachzuweisen waren. Für die Mutante konnten hingegen Transgen-exprimierende Zellen nur 
mit einer erheblichen Zeitverzögerung nachgewiesen werden. 
In den folgenden Experimenten sollte herausgefunden werden, an welcher Stelle des 
Infektionsweges die PLA2 benötigt wird. Die Analyse dieser Experimente basierte auf der 
Detektion von GFP, dem exprimierten Transgen. Um die Versuchsauswertung zu 
ermöglichen, sollten AAV2 und die PLA2-Mutante eine vergleichbare Transduktionseffizienz 
erreichen. Dies war bei Verwendung von 101 bzw. 2 x 105 Vektorpartikeln von AAV2 bzw. 
PLA2-Mutante gegeben. Um diese ermittelten GOI zu verifizieren wurden HeLa-Zellen 
ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5) für 24h bei 
37°C transduziert. Die Zellen wurden abgelöst und per FACS analysiert (Abb. 3-11). Wie 
gewünscht zeigen beide Vektoren eine Menge Transgen-exprimierender Zellen von etwa 
10%.  
 
 
3.2.4 Aphidicolin-arretierte HeLa-Zellen zeigen eine verstärkte Genexpression 
von AAV2 und PLA2-Mutante 
 
AAV2 und PLA2-Mutante zeigen keine Unterschiede hinsichtlich der Internalisierungseffizienz 
in die Zelle, der intrazellulären Lokalisierung zu frühen Zeitpunkten der Infektion und der 
perinukleären Akkumulation bereits 2h p.t.. Allerdings ist für die Mutante eine deutlich 
verspäteter und wesentlich schwächerer Anteil Transgen-exprimierender Zellen zu 
beobachten. Die Tatsache, dass zwar eine perinukleäre Akkumulation besteht, diese aber 
nicht mit einer Genexpression einhergeht, lässt die Vermutung zu, dass die Funktion der 
PLA2 beim Eintritt in den Zellkern benötigt wird. Um diese Frage zu beantworten wurde der 
Zellzyklus von HeLa-Zellen mit Aphidicolin arretiert und die Transduktion arretierter Zellen 
mit der von nicht arretierten Zellen verglichen. Aphidicolin ist ein Antibiotikum, das die DNA-
Polymerasen α und δ der Zelle inhibiert und so eine Arretierung des Zellzyklus in der G1/S-
Phase bedingt. Sollte also die PLA2-Funktion den Eintritt in den Zellkern durch eine lokale 
Öffnung der Membran induzieren, so muss man annehmen, dass das geringe Maß an GFP-
exprimierenden Zellen in mit der PLA2-Mutante transduzierten Ansätzen auf einige Vektoren 
zurückzuführen ist, die es in Zellzyklusphasen mit offener Kernmembran schaffen, ihr 
Transgen zu transkribieren oder in den darauffolgend neugebildeten Zellkern zu gelangen. 
Diese wenigen Vektoren sollten dazu in Zellen mit stabilisierter Kernmembran nicht mehr in 
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der Lage sein. Dafür wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später für weitere 24h in 
Kulturmedium oder in Kulturmedium, das mit 5 µg/ml Aphidicolin versetzt war, kultiviert. 
Dann wurden Zellzyklusanalysen durchgeführt. Parallel wurden die Zellen mit AAV2        
(GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5) transduziert und weitere 24h in Kulturmedium mit 
oder ohne Aphidicolin bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und die 
Anzahl Transgen-exprimierender Zellen mittels FACS analysiert (Abb. 3-12). Wie erwartet 
zeigen AAV2 und PLA2-Mutante in nicht arretierten HeLa-Zellen gleiche Mengen an GFP-
exprimierenden Zellen (15,5% bzw. 13,9%). In durch Aphidicolin arretierten HeLa-Zellen 
sieht man sowohl für AAV2 als auch für die Mutante eine deutliche Steigerung der Menge 
Transgen-exprimierender Zellen (34,4% bzw. 50,1%), wobei der Effekt für die Mutante noch 
stärker ist.  
 
 
Abb. 3-12: Effekt von Aphidicolin auf die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in mit AAV2 oder mit der 
PLA2-Mutante (HD/AN) transduzierten HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später für weitere 24h in Kulturmedium oder in Kulturmedium, das mit 5 
µg/ml Aphidicolin versetzt war, gehalten. Dann wurden die Zellen mit AAV2 (GOI 10
1
) oder der PLA2-Mutante 
(GOI 2x10
5
) transduziert und weitere 24h in Kulturmedium mit oder ohne Aphidicolin bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen geerntet und die GFP-exprimierenden Zellen mittels FACS analysiert. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3).  
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Abb. 3-13: Einfluss von Aphidicolin auf den Zellzyklus (A) und die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen 
in AAV2 transduzierten HeLa-Zellen (B und C). 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später für weitere 24h in Kulturmedium oder in Kulturmedium mit 5 µl / ml 
Aphidicolin gehalten. (A) Dann wurde ein Teil der Zellen abgelöst, fixiert und 30 min mit RNase (100 µg/ml) 
behandelt. Nach Zugabe von Propidiumjodid (100 µg/ml) wurde mittels FACS eine Zellzyklusanalyse 
durchgeführt. Die linke Graphik zeigt Zellen, die nicht mit Aphidicolin und die rechte Graphik solche, die mit 
Aphidicolin behandelt worden sind. (B) Der andere Teil der Zellen wurde in Kulturmedium ohne (links) oder mit 
Aphidicolin (rechts) mit AAV2 transduziert (GOI 10
1
). 24h p.t. wurde die GFP-exprimierenden Zellen mittels FACS 
analysiert. Angegeben sind Mittelwerte der ermittelten Anzahl GFP-exprimierender Zellen und der 
durchschnittlichen Fluoreszenzintensität (MFI) ± Standardabweichung (n=3). (C) Aphidicolin-arretierte (rechts) 
und nicht arretierte (links) HeLa-Zellen wurden für 24h mit AAV2 (GOI 10
3
) transduziert und anschließend unter 
einem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop photographiert. Die Aufnahmen erfolgten mit derselben Vergrößerung und 
zeigen einen repräsentativen Bildauschnitt. 
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In Abbildung 3-13A ist der Zellzyklus von HeLa-Zellen dargestellt, die 24h mit oder ohne       
5 µg/ml Aphidicolin behandelt worden sind. Die Zellen wurden anschließend fixiert, mit 
RNase (100 µg/ml) behandelt und Propidiumjodid (100 µg/ml) hinzu gegeben, welches in die 
DNA interkaliert und nach Anregung fluoresziert. Die Fluoreszenz erlaubt durch die 
Ermittlung des DNA-Gehalts die Bestimmung der Zellzyklusphase (G1-, S- oder G2-Phase). 
Eine Darstellung der Verteilung der Zellzyklusphasen für HeLa-Zellen, die in Kulturmedium 
gehalten worden sind, ist in Abbildung 3-13A (linkes Bild) gezeigt. Diese Verteilung ändert 
sich in Aphidicolin-arretierten HeLa-Zellen, da diese in der G1/S-Phase arretiert werden und 
sich keine Zellen mehr in der G2-Phase befinden (Abb. 3-13A rechtes Bild). Wenn diese 
Zellen nun für 24h mit AAV2 (GOI 101) transduziert werden, kann man deutlich mehr GFP-
exprimierende Zellen in dem arretierten Ansatz detektieren (34,4%; Abb. 3-13B rechte 
Tabelle) als in nicht arretierten Zellen (15,5%; Abb. 3-13B linke Tabelle). Es ist jedoch 
wichtig anzumerken, dass sich nicht nur die Anzahl GFP-exprimierender Zellen erhöht, 
sondern auch die durchschnittliche Fluoreszenzintensität (MFI) gleichermaßen steigt. Nicht 
arretierte HeLa-Zellen weisen eine MFI von 36 (linke Tabelle) auf, wohingegen in 
Aphidicolin-arretierten Zellen eine MFI von 99 (rechte Tabelle) zu detektieren ist (Abb. 3-
13B). Diese Unterschiede in der durchschnittlichen Fluoreszenzintensität lassen sich auch 
visuell beobachten. Aphidicolin-arretierte und nicht arretierte HeLa-Zellen wurden für 24h mit 
AAV2 (GOI 103) transduziert und anschließend unter einem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop 
photographiert (Abb. 3-13C). Das linke Bild zeigt nicht-arretierte, mit AAV2 transduzierte und 
das rechte Bild Aphidicolin-arretierte, mit AAV2 transduzierte HeLa-Zellen. Beide Aufnahmen 
wurden mit derselben Vergrößerung aufgenommen und zeigen einen äquivalenten, 
repräsentativen Bildausschnitt. Man erkennt deutlich, dass nicht-arretierte HeLa-Zellen 
wesentlich kleiner sind als Aphidicolin-arretierte. Auch der Unterschied in der MFI ist sehr gut 
zu erkennen. Aphidicolin-arretierte HeLa-Zellen weisen eine wesentlich stärkere grüne 
Fluoreszenz auf als nicht-arretierte Zellen. Für die Fluoreszenzaufnahmen wurde eine 
höhere GOI (103) eingesetzt, da die Sensitivität des Facs deutlich stärker ist als die des 
Fluoreszenzmikroskopes und bei einer GOI von 101 keine Aufnahmen möglich gewesen 
wären. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass Aphidicolin gut geeignet ist, um HeLa-Zellen in 
der G1/S-Phase zu arretieren. Aphidicolin-arretierte und mit AAV2 oder der PLA2-Mutante 
transduzierte HeLa-Zellen zeigen eine höhere Anzahl transduzierter Zellen als nicht 
arretierte. Auch die MFI ist wesentlich höher. Die Stabilisierung der Kernmembran durch 
Aphidicolin inhibiert also nicht die Transgenexpression des AAV2 und der PLA2-Mutante.  
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3.2.5 Die Stabilisierung der Kernmembran von HeLa-Zellen verhindert weder 
für AAV2 noch für die PLA2-Mutante den Transport von Vektor DNA in 
den Zellkern 
 
Im vorherigen Kapitel (3.2.4) wurde mittels Nachweis der Anzahl GFP-exprimierender Zellen 
bereits gezeigt, dass die Funktion der PLA2 wahrscheinlich nicht für den Kerneintritt benötigt 
wird. Ein Nachweis der Vektor DNA im Zellkern von arretierten und nicht-arretierten Zellen 
soll diese Vermutung unterstützen. 
Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später für weitere 24h in 
Kulturmedium oder in Kulturmedium, das mit 5 µg/ml Aphidicolin versetzt war, gehalten. 
Dann wurde eine Zellzyklusanalyse durchgeführt. Parallel wurden die Zellen mit AAV2 oder 
PLA2-Mutante mit einer GOI 10
2 für 24h bei 37°C transduziert. Anschließend wurden die 
Zellen durch Abkratzen geerntet und von zwei gleichen Ansätzen einmal die Gesamt-DNA 
und einmal die Kern-DNA extrahiert. Die Vektor DNA wurde mittels quantitativer PCR 
analysiert. Der Abgleich der Gesamt-DNA-Menge erfolgte über die Detektion von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH). Für diesen Versuch wurde die 
gleiche geringe GOI für beide Vektoren eingesetzt, um eine Vergleichbarkeit auf DNA-Ebene 
zu gewährleisten. Abbildung 3-14A zeigt die Auswertung dieses Versuches. In dieser 
Graphik ist die Vektor DNA in der gesamten Zelle ins Verhältnis zur Vektor DNA im Zellkern 
gesetzt worden, d.h. je höher der dargestellte Balken ist desto geringer ist der Anteil der 
Vektor DNA im Zellkern an der detektierten Vektor DNA Gesamt-Menge.  
Vergleicht man den Anteil der viralen DNA im Zellkern in arretierten und AAV2 transduzierten 
mit nicht-arretierten und AAV2 transduzierten Zellen so nimmt der Anteil in arretierten Zellen 
zu (jedes 3,2te Genom zu jedem 6,9te Genom im Zellkern). Auch für Zellen die mit der PLA2-
Mutante transduziert worden sind konnte dieser Effekt beobachtet werden, wenngleich auch 
nicht so deutlich (jedes 14,9te Genom in nicht arrtierten Zellen zu jedes 12,8te Genom in 
arretierten Zellen im Zellkern). Zudem kann man sagen, dass der Anteil der viralen DNA im 
Zellkern wie erwartet in mit AAV2 transduzierte Zellen deutlich höher ist als in Zellen, die mit 
der PLA2-Mutante transduziert worden sind. 
Diesem Ergebnis nach wird die PLA2-Funktion nicht für den Kerneintritt benötigt, da der 
Anteil der viralen DNA im Zellkern sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante in 
Aphidicolin-arretierten HeLa-Zellen im Vergleich mit nicht arretierten Zellen nicht abnimmt, 
d.h. der Kerntransport nicht inhibiert ist. 
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Abb. 3-14: Detektierung von Vektor DNA im Zellkern von arretierten und nicht arretierten HeLa-Zellen. 
(A) HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später für weitere 24h in Kulturmedium oder in Kulturmedium, das mit 
5 µg/ml Aphidicolin (APC) versetzt war, gehalten. Dann wurden die Zellen mit AAV2 oder der PLA2-Mutante 
(HD/AN) mit einer GOI 10
2
 für 24h bei 37°C transduziert. Anschließend wurden die Zellen durch Abkratzen 
geerntet und von zwei gleichen Ansätzen einmal die Gesamt-DNA und einmal die Kern-DNA extrahiert. Die 
Vektor DNA wurde mittels quantitativer PCR analysiert. Der Abgleich der Gesamt-DNA-Menge erfolgte über die 
Detektion von GAPDH. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM (n=3). Dargestellt ist in dieser Graphik das Verhältnis 
der Vektor DNA in der gesamten Zelle zur Vektor DNA im Zellkern. (B) Für den Reinheitsnachweis der Fraktionen 
wurden nicht arretierte und arretierte HeLa-Zellen verwendet. Die DNA bzw. die Proteine aus der Gesamt-
Fraktion (T), der Kern-Fraktion (N) und der zytoplasmatischen Fraktion (C) wurden isoliert. Die DNA-Fraktionen 
wurden mittels PCR auf das Vorkommen von GAPDH untersucht. Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel 
aufgetragen ((B) obere Reihe). Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und 
mittels Westernblot das Vorhandensein von β-Tubulin detektiert ((B) untere Reihe). 
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Ein Reinheitsnachweis der Kernfraktion wurde durchgeführt, um zytoplasmatische 
Kontaminationen in dieser auszuschließen. Dieser Nachweis ist in Abbildung 3-14B 
dargestellt. Für diesen Nachweis wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später für 48h in 
normalem Kulturmedium oder in Kulturmedium mit 5 µg/ml Aphidicolin gehalten. Diese Zellen 
wurden dann durch Abkratzen gelöst und aus ihnen wurde anschließend entweder DNA oder 
Protein extrahiert, wobei Gesamtextrakte (T), Kernextrakte (N) und zytoplasmatische 
Extrakte (C) gewonnen wurden.  
Die DNA-Fraktionen wurden mittels PCR auf das Vorkommen von GAPDH untersucht. 
Abbildung 3-14B oben zeigt die PCR-Produkte aufgetrennt in einem Agarose-Gel. Da sich 
das GAPDH-Gen nur in der DNA des Zellkerns findet, sollte dieses auch nur in den Gesamt-
DNA-Fraktionen und den Kernfraktionen nachweisbar sein, wie dieser Reinheitsnachweis 
zeigt. Tatsächlich zeigen sich deutliche Banden bei den Gesamtfraktionen (T) und 
Kernfraktionen (N), wobei die Banden der Fraktionen aus Aphidicolin-arretierten Zellen etwas 
schwächer sind. Die zytoplasmatische Fraktion (C) der arretierten Zellen zeigt keine Bande, 
allerdings ist in der zytoplasmatischen Fraktion der nicht arretierten HeLa-Zellen eine sehr 
schwache Bande zu erkennen, die wahrscheinlich auf wenige geplatzte Kerne während der 
Fraktionierung zurückzuführen ist.  
Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels 
Westernblot auf das Vorhandensein von β-Tubulin untersucht (Abb. 3-14B unten). β-Tubulin 
ist ein zytoplasmatisches Protein und sollte daher nur in den Gesamtfraktionen und in den 
zytoplasmatischen Fraktionen nachweisbar sein. Tatsächlich konnte nur in den Gesamt-
Protein-Fraktionen (T) und in den zytoplasmatischen Fraktionen (C) nicht arretierter und 
Aphidicolin-arretierter HeLa-Zellen β-Tubulin nachgewiesen werden, nicht aber in den 
Kernfraktionen (N). Insgesamt kann man aus diesen Ergebnissen schließen, dass die 
Kernfraktion frei von zytoplasmatischen Kontaminationen ist. 
 
 
3.2.6 Brefeldin A induziert einen dramatischen Abfall in der Anzahl GFP-
exprimierender Zellen in AAV2 und mit der PLA2-Mutante transduzierten 
HeLa-Zellen  
 
Es ist bekannt, dass AAV2 mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in Clathrin-bedeckten 
Vesikeln in die Zelle internalisiert und in Endosomen transportiert wird (Bartlett et al., 2000; 
Douar et al., 2001; Duan et al., 2000). Brefeldin A (BFA) unterbindet die Transition von 
frühen zu späten Endosomen. Da bekannt ist, dass dieses die Genexpression des AAV2 
inhibiert, ist dieser Effekt bei einem Transport der PLA2-Mutante durch frühe und späte 
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Endosomen auch für diese zu erwarten. Ein solcher Effekt kann jedoch nur deutlich gezeigt 
werden, wenn die Menge an GFP-exprimierenden Zellen der Mutante ohne BFA bereits eine 
Höhe aufweist, von der eine Reduktion überhaupt nachgewiesen werden kann. Für diesen 
Zweck wurde Aphidicolin eingesetzt, von dem gezeigt worden ist, dass es durch Arretierung 
des Zellzyklus in der G1/S-Phase eine Steigerung der Expressionshöhe hervorruft (3.2.4). 
  
 
Abb. 3-15: Einfluss von Brefeldin A (BFA) auf die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in mit AAV2 
oder der PLA2-Mutante (HD/AN) transduzierten HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später für 24h in Kulturmedium mit Aphidicolin (5 µg/ml) inkubiert. Dann 
wurden die Zellen 15 min mit oder ohne BFA (5 µg/ml) in Aphidicolin-haltigem Kulturmedium präinkubiert und 
anschließend mit AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5
) transduziert. 4h p.t wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und weitere 20h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und die Anzahl 
Transgen-exprimierender Zellen mittels FACS analysiert. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM (n=3). 
 
Für diesen Versuch wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später für weitere 24h in 
Kulturmedium mit Aphidicolin (5 µg/ml) inkubiert. Dann wurden die Zellen 15 min mit oder 
ohne BFA (5 µg/ml) in Aphidicolin-haltigem Kulturmedium präinkubiert und anschließend mit 
AAV2 (GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5) transduziert, um etwa dieselbe Menge an 
Transgen-exprimierenden Zellen zu erreichen (3.2.3). 4h p.t wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und weitere 20h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet 
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und mittels FACS analysiert (Abb. 3-15). AAV2 und die PLA2-Mutante zeigen ohne BFA 
einen Anteil von GFP-exprimierenden Zellen von 31,4% bzw. 30,3% (Abb. 3-15 helle 
Balken). Dieser Anteil sinkt bei Behandlung der Zellen mit BFA drastisch ab, sowohl in AAV2 
transduzierten Zellen (4,9%) als auch in solchen, die mit der PLA2-Mutante transduziert 
worden sind (4,4%) (Abb. 3-15 dunkle Balken). Die Transition von frühen zu späten 
Endosomen scheint also sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante eine wichtige Rolle 
im Infektionsverlauf zu spielen. Man kann also daraus schließen, dass beide durch frühe und 
späte Endosomen transportiert werden. 
 
 
3.2.7 Bafilomycin A1 verursacht für AAV2 und die PLA2-Mutante eine 
dramatische Reduktion der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen 
 
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl AAV2 als auch die PLA2-Mutante in späte 
Endosomen transportiert werden. In diesen sinkt der pH-Wert ab. Diese Ansäuerung wird 
durch die Protonenpumpe V-ATPase induziert. Diese Protonenpumpe kann durch 
Bafilomycin A1 (BAF) inhibiert werden. Wie Brefeldin A verhindert auch BAF eine effiziente 
Transgenexpression in AAV2 transduzierten HeLa-Zellen. Da BAF also auch einen 
inhibierenden Einfluss auf die Transgenexpression der PLA2-Mutante haben könnte, wurde 
wie im Experiment mit Brefeldin A (3.2.6) zunächst die Höhe Transgen-exprimierender Zellen 
durch die Arretierung der Zellen mit Aphidicolin angehoben. 
Für den Versuch wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später für weitere 24h in 
Kulturmedium mit Aphidicolin (5 µg/ml) inkubiert. Dann wurden die Zellen 30 min mit oder 
ohne BAF (100 nM) in Aphidicolin-haltigem Kulturmedium präinkubiert und anschließend mit 
AAV2 (GOI 102) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5) transduziert und für weitere 24h bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und die Anzahl Transgen-exprimierender 
Zellen mittels FACS analysiert (Abb. 3-16). AAV2 weist ohne Bafilomycin einen Anteil 
Transgen-exprimierender Zellen von 87,9% auf, der Anteil der PLA2-Mutante beträgt 54,3% 
(Abb. 3-16 helle Balken). Werden die Zellen mit Bafilomycin A1 behandelt, sinkt die Anzahl 
Transgen-exprimierender Zellen drastisch  ab, sowohl in AAV2 transduzierten Zellen (15,7%) 
als auch in solchen, die mit der PLA2-Mutante transduziert worden sind (11,4%) (Abb. 3-16 
dunkle Balken). Da bei Verhinderung der Ansäuerung später Endosomen durch Bafilomycin 
A1 sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante eine deutliche Reduktion in der Anzahl 
Transgen-exprimierender Zellen beobachtet werden konnte, kann man schließen, dass 
dieser Schritt für beide Vektoren ein wichtiger Faktor bei der Transduktion von HeLa-Zellen 
ist. 
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Abb. 3-16: Einfluss von Bafilomycin A1 (BAF) auf die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in mit AAV2 
oder der PLA2-Mutante (HD/AN) transduzierten HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später für 24h in Kulturmedium mit Aphidicolin (5 µg/ml) inkubiert. Dann 
wurden die Zellen 30 min mit oder ohne BAF (100 nM) in Aphidicolin-haltigem Kulturmedium präinkubiert und 
anschließend mit AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante (GOI 2x10
5
) transduziert und für 24h bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen geerntet und die Anzahl GFP-exprimierender Zellen mittels FACS analysiert. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). 
 
 
3.2.8 Koinfektionen mit Adenoviren beeinflussen die Anzahl GFP-
exprimierender Zellen in mit AAV2 bzw. der PLA2-Mutante transduzierten 
HeLa-Zellen 
 
Das Adenovirus (Ad) fungiert als Helfervirus von AAV, das allein nicht in der Lage ist, sich 
selbst zu replizieren. Für diesen Schritt werden die adenoviralen Genprodukte E2A, E4 und 
VA benötigt (Xiao et al., 1998). Ob noch weitere Komponenten des Adenovirus einen 
Helfereffekt ausüben, ist noch nicht geklärt. In den folgenden Experimenten habe ich den 
endoosmolytischen Effekt von Adenoviren ausgenutzt, um den aufgrund der fehlenden PLA2-
Aktivität möglichweise in den Endosomen akkumulierten PLA2-Mutanten den Übertritt in das 
Zytoplasma zu ermöglichen. 
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3.2.8.1 Koinfektion mit Adenovirus 5 Wildtyp steigert die Anzahl Transgen-
exprimierender Zellen in mit AAV2 oder der PLA2-Mutante transduzierten 
HeLa-Zellen 
 
Es soll überprüft werden, ob eine Koinfektion von AAV2 und PLA2-Mutante mit Adenovirus 5 
Wildtyp (Ad5 wt) einen Effekt auf die Anzahl Transgen-exprimierender HeLa-Zellen hat.  
Dafür wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit steigenden Mengen an Ad5 wt und 
AAV2 (GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5) koinfiziert. Die Koinfektion erfolgte für 24h 
bei 37°C. Anschließend wurden die Zellen geerntet und mittels FACS hinsichtlich der GFP-
exprimierenden Zellen analysiert (Abb. 3-17).  
 
 
 
Abb. 3-17: Steigerung der Anzahl GFP-exprimierender Zellen nach Koinfektion des AAV2 oder der PLA2-
Mutante (HD/AN) mit Adenovirus 5 Wildytp (Ad5 wt) in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit steigenden Mengen Ad5 wt und AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-
Mutante (GOI 2 x 10
5
) koinfiziert. Die Koinfektion erfolgte für 24h bei 37°C. Anschließend wurden die Zellen 
geerntet und mittels FACS analysiert. Die Steigerung der GFP-exprimierenden Zellen ist in einer 
dosisabhängigen Kurve dargestellt, wobei die Werte der AAV2-transduzierten Zellen mit Dreiecken und die der 
PLA2-Mutante mit Quadraten gekennzeichnet sind. In der Graphik ist auf der Y-Achse die Steigerung der Anzahl 
GFP-exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von AAV2 oder PLA2-Mutante ohne Ad5 wt als 1 
festgelegt wurde. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM (n=3). 
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In Abbildung 3-17 ist der Anteil Transgen-exprimierender Zellen in einer dosisabhängigen 
Kurve dargestellt, wobei die Werte der AAV2-transduzierten Zellen mit Dreiecken und die der 
PLA2-Mutante mit Quadraten gekennzeichnet sind. In der Graphik ist auf der Y-Achse die 
Steigerung der Anzahl GFP-exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von 
AAV2 oder PLA2-Mutante ohne Ad5 wt als 1 festgelegt wurde. Man sieht deutlich, dass die 
Koinfektion von AAV2 bzw. PLA2-Mutante mit Ad5 wt zu einer Steigerung der Anzahl GFP-
exprimierender Zellen führte. Diese Steigerung ist dosisabhängig und auffallend stärker in 
Zellen, die mit der PLA2-Mutante transduziert worden sind. Es konnte für AAV2 eine 
Steigerung der Anzahl GFP-exprimierenden Zellen von maximal 2.3fach (2.5 µl) beobachtet 
werden, während die Steigerung für der PLA2-Mutante bei 3.4fach (2.5 µl) lag. Steigerungen 
der Anzahl GFP-exprimierenden Zellen konnten schon bei Koinfektion mit der geringsten 
Dosis Ad5 wt (0.05 µl) detektiert werden, und zwar eine 1.1fache Steigerung bei AAV2 und 
eine 1.4fache Steigerung bei der PLA2-Mutante. Bei weiterer Erhöhung der Ad5 wt Dosis 
konnte ein kontinuierlicher Anstieg der Steigerung gezeigt werden, sowohl für AAV2 (1.3fach 
durch 0.1 µl; 2.0fach durch 0.5 µl) als auch für die PLA2-Mutante (1.7fach durch 0.1 µl; 
3.0fach durch 0.5 µl). Ab einer Dosis von 1µl konnte bei beiden Vektoren ein Sättigungseffekt 
beobachtet werden (2.3fach für AAV2; 3.3fach für die PLA2-Mutante). Zusammenfassend 
kann man also sagen, dass die Koinfektion mit Ad5 wt sowohl für AAV2 als auch für die 
PLA2-Mutante eine Erhöhung der Anzahl Transgen-exprimierenden Zellen bewirkt, dass 
dieser Effekt jedoch für die Mutante noch deutlicher ist. 
 
 
3.2.8.2 Kotransduktion mit rekombinantem Adenovirus 5 steigert die Anzahl 
Transgen-exprimierender Zellen in mit der PLA2-Mutante, aber nicht in AAV2 
transduzierten HeLa-Zellen 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Koinfektion mit Ad5 wt zu einer deutlichen Steigerung 
der Anzahl GFP-exprimierender Zellen in mit AAV2 oder der PLA2-Mutante transduzierten 
Ansätzen führt (3.2.8.1). Ad5 wt weist zwei mögliche Faktoren auf, die für diesen Effekt 
verantwortlich sein können, zum einen die adenoviralen Gene, von denen gezeigt werden 
konnte, dass diese die Expression von AAV2 Vektoren steigern können (Ferrari et al., 1996; 
Fisher et al., 1996; Trahair et al., 2000). Zum anderen weist das adenovirale Kapsid eine 
endoosmolytische Funktion auf (Blumenthal et al., 1986; Prchla et al., 1995). Da bei einer 
Koinfektion mit Ad5 wt nicht zwischen diesen beiden Faktoren unterschieden werden kann, 
wurde eine Kotransduktion mit einem rekombinanten Adenovirus 5 (Ad5 rec) durchgeführt 
werden. Dieser Vektor weist keine adenoviralen Gene mehr auf, so dass ein möglicher Effekt 
auf die Funktion des Kapsides eingegrenzt werden kann.  
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Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit Ad5 rec und AAV2 
(GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5) kotransduziert. Für die Kotransduktion mit Ad5 
rec wurden verschiedene Mengen an infektiösen Partikeln (IP) pro Zelle eingesetzt (20, 50, 
100, 150, 200 IP / Zelle). Die Kotransduktion erfolgte für 24h bei 37°C. Anschließend wurden 
die Zellen geerntet und mittels FACS analysiert (Abb. 3-18). In Abbildung 3-18 ist die 
Steigerung der Anzahl GFP-exprimierender Zellen in einer dosisabhängigen Kurve 
dargestellt, wobei die Werte der AAV2-transduzierten Zellen mit Dreiecken und die der PLA2-
Mutante mit Quadraten gekennzeichnet sind. In der Graphik ist auf der Y-Achse die 
Steigerung der Anzahl GFP-exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von 
AAV2 oder PLA2-Mutante ohne Ad5 rec als 1 festgelegt wurde. 
 
 
Abb. 3-18: Transgenexpression von AAV2 und PLA2-Mutante (HD/AN) nach Kotransduktion mit 
rekombinantem Adenovirus 5 (Ad5 rec) in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit Ad5 rec und AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5
) 
kotransduziert. Die Kotransduktion mit Ad5 rec erfolgte mit verschiedenen infektiösen Partikeln (IP) / Zelle (20, 
50, 100, 150, 200 IP / Zelle). Die Kotransduktion erfolgte für 24h bei 37°C. Anschließend wurden die Zellen 
geerntet und mittels FACS analysiert. Die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen ist in einer dosisabhängigen 
Kurve dargestellt, wobei die Werte der AAV2-transduzierten Zellen mit Dreiecken und die der PLA2-Mutante mit 
Quadraten gekennzeichnet sind. In der Graphik ist auf der Y-Achse die Steigerung des Anteils GFP-
exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von AAV2 oder PLA2-Mutante ohne Ad5 rec als 1 
festgelegt wurde. Angegeben sind Mittelwerte ± SEM (n=3). 
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Die Kotransduktion der PLA2-Mutante  mit Ad5 rec führt zu einer deutlichen Steigerung der 
Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen. Dieser Anstieg ist wie bei der Kotransduktion mit 
Ad5 wt dosisabhängig, wobei mit der höchsten eingesetzten Menge (200 IP / Zelle) eine 
Steigerung um das 2.1fache erreicht wurde. Eine Sättigung wurde bei den eingesetzten 
Partikeln nicht erzielt. Der Anstieg des Anteils GFP-exprimierender Zellen beginnt bereits bei 
der niedrigsten eingesetzten Dosis (20 IP / Zelle; 1.1fache Steigerung) und steigert sich mit 
zunehmender Menge (1.3facher Anstieg durch 50 IP / Zelle; 1.7fach durch 100 IP / Zelle; 
1.9fach durch 150 IP / Zelle). Im Gegensatz dazu konnte bei der Kotransduktion des AAV2 
mit Ad5 rec keine Erhöhung des Anteils Transgen-exprimierender Zellen festgestellt werden. 
Die ermittelten Werte lagen sogar noch etwas unter denen, die ohne Ad5 rec Kotransduktion 
erzielt wurden (0.89fach durch 20 IP / Zelle; 0.97facher Anstieg durch 50 IP / Zelle; 0.97fach 
durch 100 IP / Zelle; 0.96fach durch 150 IP / Zelle; 0.96fach durch 200 IP / Zelle). Daher 
kann man zusammenfassend sagen, dass die Kotransduktion mit Ad5 rec nur eine 
Steigerung des Anteils der GFP-exprimierenden Zellen in mit der PLA2-Mutante 
transduzierten Ansätzen hervorruft, jedoch keine Erhöhung in AAV2 transduzierten Zellen 
induziert. Die Funktion des adenoviralen Kapsids scheint daher nur für die Transduktion der 
PLA2-Mutante von entscheidender Bedeutung zu sein.   
 
 
3.2.8.3 Die Koinfektion mit Adenovirus 2 ts-1 hat keinen Einfluss auf die Menge 
Transgen-exprimierender Zellen in AAV2 und mit der PLA2-Mutante 
transduzierten HeLa-Zellen 
 
Die Kotransduktionen von AAV2 und PLA2-Mutante (3.2.8.2) lassen den Schluss zu, dass 
der  endoosmyolitische Effekt des adenoviralen Kapsids ausreicht, um die fehlende PLA2-
Funktion der Mutante zu ersetzen. Um diese Theorie zu untermauern, sollte nun eine 
Kotransduktion mit einem Adenovirus durchgeführt werden, das nicht mehr in der Lage ist, 
die Endosomen zu lysieren. Bei diesem Virus handelt es sich um die Adenovirus 2 
Temperatur-sensitive Mutante (Ad2 ts-1) (Greber et al., 1996; Weber, 1976). Ad2 und Ad5 
gehören beide dem Genus Mastadenovirus und dem Subgenus C an und sind hinsichtlich 
der Infektionsbiologie vergleichbar. Beide sind als gleichwertige AAV-Helferviren 
beschrieben. 
Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit Ad5 rec bzw. Ad2 
ts-1 und AAV2 (GOI 101) oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5) koinfiziert. Für die Kotransduktion 
mit Ad5 rec wurden 200 infektiöse Partikel (IP) pro Zelle eingesetzt. Die Kotransduktion mit 
Ad2 ts-1 erfolgte mit 200 Partikeln / Zelle. Die Transduktion erfolgte für 24h bei 37°C. 
Anschließend wurden die Zellen geerntet und mittels FACS analysiert (Abb. 3-19).  
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Abb. 3-19: Steigerung des Anteils GFP-exprimierender Zellen in mit AAV2 oder der PLA2-Mutante (HD/AN) 
transduzierten HeLa-Zellen nach Kotransduktion mit rekombinantem Adenovirus 5 (Ad5 rec) bzw. der 
Adenovirus 2 Temperatur-sensitiven Mutante (Ad2 ts-1). 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit Ad5 rec bzw. Ad2 ts-1 und AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante 
(GOI 2 x 10
5
) kotransduziert. Für die Kotransduktion mit Ad5 rec wurden 200 infektiöse Partikel pro Zelle 
eingesetzt. Die Kotransduktion mit Ad2 ts-1 erfolgte mit 200 Partikeln / Zelle. Die Transduktion erfolgte für 24h bei 
37°C. Anschließend wurden die Zellen geerntet und mittels FACS analysiert. In der Graphik ist auf der Y-Achse 
die Steigerung des Anteils GFP-exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von AAV2 oder PLA2-
Mutante ohne Ad-Kotransduktion als 1 festgelegt wurde. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung 
(n=3). 
 
 
In der Graphik ist auf der Y-Achse die Steigerung des Anteils GFP-exprimierender Zellen 
angegeben, wobei die Transduktion von AAV2 und PLA2-Mutante ohne Adenovirus-
Kotransduktion jeweils auf 1 gesetzt wurde. Für AAV2 kann im Fall einer Kotransduktion mit 
Ad5 rec nur eine Steigerung des Anteils GFP-exprimierender Zellen von 1.06fach detektiert 
werden, während im Fall einer Cotransduktion mit Ad2 ts-1 dieser sogar noch abnimmt 
(0.9fach). Die Kotransduktion der PLA2-Mutante mit Ad5 rec für zu einer deutlichen 
Steigerung des Anteils Transgen-exprimierender Zellen (2.1fach), wie sie bereits im 
vorangegangen Versuch beobachtet werden konnte (3.2.8.2). Die Kotransduktion der PLA2-
Mutante mit Ad2 ts-1 hingegen führte zu keinem Effekt (0.96fach). Zusammenfassend kann 
man daher sagen, dass keines der in diesem Experiment eingesetzten Adenoviren einen 
Effekt auf die Anzahl Transgen-exprimierender Zellen in AAV2 transduzierten Ansätzen hat, 
wohingegen Ad5 rec eine deutliche Steigerung in mit der PLA2-Mutante transduzierten Zellen 
hervorruft, nicht aber Ad2 ts-1. 
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3.2.8.4 Visualisierung der Koinfektion von AAV2 und PLA2-Mutante mit Adenovirus 5 
in HeLa-Zellen 
 
Es soll untersucht werden, wie das Adenovirus 5 und AAV2 bzw. die PLA2-Mutante während 
einer Koinfektion intrazellulär lokalisiert sind. Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen 
ausgesät und 24h später mit AAV2 oder PLA2-Mutante (10
5 Kapsiden / Zelle) mit 104 
Partikeln / Zelle des Alexa488-markiertem Adenovirus 5 (Ad5-Alexa488) für 30 min bei 37°C 
koinfiziert. Sowohl AAV2 als auch die PLA2-Mutante weisen ein wt-Genom auf. Um eine 
zeitgleiche Internalisierung zu gewährleisten, wurde die Infektion vor der Inkubation bei 37°C 
zunächst für 30 min auf Eis durchgeführt. Im Anschluss an die Infektion wurden die Zellen 
fixiert und das AAV-Kapsid mit dem kapsidspezifischen Antikörper A20 gefärbt. Die 
Kernlamina wurde mit einem anti-LaminB Antikörper visualisiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-20: Koinfektion von AAV2 oder  PLA2-Mutante mit Alexa488-markiertem Adenovirus 5. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät, 24h später mit AAV2 und Alexa488-markiertem Adenovirus 5 (Ad5-Alexa488) (A - 
C) oder PLA2-Mutante und Ad5-Alexa488 (D - F) für 30 min koinfiziert, wobei für AAV 10
5
 Kapside / Zelle und für 
Ad5-Alex488 10
4
 Partikel / Zelle eingesetzt wurden. Anschließend wurden die Zellen fixiert. Die Färbung des AAV 
Kapsids erfolgte mit A20, einem kapsidspezifischen Antikörper (RRX-konjugierter anti-Maus Sekundärantikörper; 
rot). In allen Ansätzen wurde die Kernlamina mit einem anti-LaminB Antikörper gefärbt (Cy5-konjugierter anti-
Ziege Sekundärantikörper; blau). (A) zeigt die Signale des A20-detektierten AAV2 Kapsids. (D) zeigt die Signale 
des A20-detektierten Kapsids der PLA2-Mutante. (B) und (E) zeigen die Alexa488-Signale des markierten Ad5-
Kapsids (grün). (C) und (F) zeigen die Überlagerungen von (A) und (B) bzw. (D) und (E) und die Färbung der 
Kernlamina. 
A B C 
D E F 
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In Abbildung 3-20 ist die Koinfektion von AAV2 und Ad5-Alexa488 (obere Reihe) und von 
PLA2-Mutante und Ad5-Alexa488 (untere Reihe) dargestellt. Bei einer Koinfektion von AAV2 
(rot) und Ad5-Alexa488 (grün) kann nur teilweise eine Kolokalisation (gelb) der jeweiligen 
Signale detektiert werden. Die Mehrheit der Signale liegen zwar in denselben Regionen, 
zeigen jedoch keine genaue Übereinstimmung in ihrer Lokalität (Abb. 3-20C). Ein sehr 
ähnliches Bild zeichnet sich für die Koinfektion von PLA2-Mutante (rot) und Ad5-Alexa488 
(grün) (Abb. 3-20D-F). Auch hier kann man nur einige Bereiche entdecken, in denen eine 
Kolokalisation beider Viren zu erkennen ist (F; gelb).  
Zusammenfassend kann man daher sagen, dass die intrazelluläre Lokalisierung des AAV2 
bzw. der PLA2-Mutante zwar teilweise jedoch nicht immer der Lokalisierung des Ad5 
entspricht. 
 
 
3.2.9 Proteasomeninhibitor MG132 und rekombinantes Adenovirus 5 steigern 
die Anzahl GFP-exprimierender Zellen in mit der PLA2-Mutante 
transduzierten HeLa-Zellen in additiver Weise 
 
Um zu überprüfen, ob AAV2 und PLA2-Mutante Ziel proteasomalen Abbaus sind, sollte der 
Effekt des Proteasomeninhibitors MG132 auf die Transgenexpression untersucht werden. Es 
sollte zudem ermittelt werden, ob MG132 und Ad additiv wirken können. 
Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 101) 
oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5) transduziert. Weitere Ansätze wurden zusätzlich zur 
Transduktion mit MG132 (10µM) inkubiert und/oder mit Ad5 rec (200 infektiöse Partikel / 
Zelle) kotransduziert. Bei MG132 behandelten Ansätzen wurden die Zellen vor der 
Transduktion 15 min mit diesem präinkubiert. Alle Ansätze wurden 4h p.t. gewaschen und in 
Kulturmedium für weitere 20h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet 
und mittels FACS analysiert (Abb. 3-21). In der Abbildung ist auf der Y-Achse die Steigerung 
des Anteils GFP-exprimierender Zellen angegeben, wobei die Transduktion von AAV2 und 
PLA2-Mutante ohne weitere Faktoren jeweils auf 1 gesetzt wurde. 
Die Kotransduktion von AAV2 und Ad5 rec führt zu einer 1.1fachen Erhöhung des Anteils 
Transgen-exprimierender Zellen, während die Behandlung der Zellen mit MG132 eine 
1.7fache Steigerung bewirkt. Beide Faktoren zusammen verursachen keine weitere 
Erhöhung als die, die bei der Behandlung der Zellen mit MG132 beobachtet werden konnte 
(1.6fach). Die Kotransduktion von PLA2-Mutante und Ad5 rec hingegen steigert den Anteil 
GFP-exprimierender Zellen um das 1.7fache. Die MG132-Behandlung von mit der PLA2-
Mutante transduzierten Zellen steigert diesen Anteil noch wesentlich deutlicher (4.1fach). Der 
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Anteil GFP-exprimierender Zellen erhöht sich noch weiter, wenn zusätzlich zur Behandlung 
mit MG132 eine Kotransduktion mit Ad5 rec durchgeführt wird (5fach).  
Zusammenfassend kann man daher sagen, dass nur für die Kotransduktion der PLA2-
Mutante mit Ad5 rec eine deutliche Steigerung der GFP-exprimierenden Zellen detektiert 
werden kann, nicht aber für Kotransduktion von AAV2 und Ad5 rec. Die Behandlung von 
Zellen mit MG132 führt sowohl bei Transduktionen von Zellen mit PLA2-Mutante als auch mit 
AAV2 zu einer Erhöhung der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen, wenn auch ein 
deutlicherer Effekt in Zellen zu beobachten ist, die mit der Mutante transduziert worden sind. 
Der Einsatz beider Faktoren kann den Anteil GFP-exprimierender Zellen in AAV2 
transduzierten Ansätzenkeine nicht über den durch MG132 beobachteten Effekt hinaus 
erhöhen. Beide Faktoren zusammen führen hingegen bei Zellen, die mit der PLA2-Mutante 
transduziert worden sind, in additiver Weise zu einer Steigerung Transgen-exprimierender 
Zellen. 
 
Abb. 3-21: Effekt von MG132 und Kotransduktion mit rekombinantem Adenovirus 5 auf die 
Transgenexpression von AAV2 und mit der PLA2-Mutante transduzierten HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit AAV2 (GOI 10
1
) oder PLA2-Mutante (GOI 2 x 10
5
) transduziert. 
Weitere Ansätze wurden zusätzlich zur Transduktion mit MG132 (10µM) inkubiert oder mit Ad5 rec (200 infektiöse 
Partikel / Zelle) kotransduziert oder mit beidem. Bei MG132 behandelten Ansätzen wurden die Zellen vor der 
Transduktion 15 min mit diesem präinkubiert. Alle Ansätze wurden 4h p.t. gewaschen und in Kulturmedium für 
weitere 20h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und mittels FACS analysiert. In der 
Abbildung ist auf der Y-Achse die Steigerung Transgen-exprimierender Zellen angegeben, wobei die 
Transduktion von AAV2 und PLA2-Mutante ohne weitere Faktoren jeweils auf 1 gesetzt wurde. Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3). 
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3.2.10 Die Koinfektion der PLA2-Mutante mit AAV2wt führt zu keiner 
signifikanten Erhöhung des Anteils Transgen-exprimierender Zellen  
 
AAV2wt weist im Gegensatz zur PLA2-Mutante eine funktionale Phospholipase A2 am N-
Terminus des VP1 auf. Es soll überprüft werden, ob die Bereitstellung der PLA2 in trans 
durch eine Koinfektion mit AAV2wt ausreicht, um eine Erhöhung der Transgen-
exprimierenden Zellen der PLA2-Mutante zu induzieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-22: GFP-exprimierende Zellen nach Koinfektion der PLA2-Mutante mit AAV2wt in HeLa-Zellen. 
HeLa-Zellen wurden ausgesät und 24h später mit PLA2-Mutante (GOI 2x10
5
) und AAV2 wt (GOI 10
3
, 10
4
, 10
5
) 
koinfiziert, wobei AAV2 nicht das Transgen GFP, sondern das AAV2-Genom aufweist. Nach einer Koinfektion von 
24h bei 37°C wurden die Zellen geerntet und mittels FACS analysiert. Angegeben sind Einzelwerte (n=1). 
 
 
Daher wurden HeLa-Zellen ausgesät und 24h später mit PLA2-Mutante (GOI 2x10
5) und 
AAV2 wt (GOI 103, 104, 105) koinfiziert, wobei AAV2 nicht das Transgen GFP, sondern das 
AAV2-Genom aufweist. Nach einer Koinfektion von 24h bei 37°C wurden die Zellen geerntet 
und mittels FACS hinsichtlich der Transgen-exprimierender Zellen analysiert (Abb. 3-22). Für 
HeLa-Zellen, die mit der PLA2-Mutante transduziert worden sind, konnte ein Anteil der GFP-
exprimierenden Zellen von 9% detektiert werden. Die Koinfektion mit AAV2 wt führte in 
keinem der gewählten Ansätze zu einer signifikanten Steigerung (10.9% bei GOI 105; 10.2% 
bei GOI 104; 10.2% bei GOI 103). Bei diesem Experiment handelt es sich um ein 
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Einzelexperiment. Ich habe weitere Experimente durchgeführt, bei denen die eingesetzten 
GOI leicht variierten. Bei keinem der ausgetesteten Versuchsansätze konnte eine 
signifikante Erhöhung festgestellt werden. Teilweise wurde sogar eine Reduktion des Anteils 
GFP-exprimierender Zellen beobachtet. Die in Abbildung 3-22 dargestellten Ergebnisse 
zeigen repräsentativ alle analysierten Ansätze, um eine spätere Diskussion im Kontext mit 
den anderen Experimenten des Kapitel 3.2 zu ermöglichen. 
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4 Diskussion 
 
4.1 Die AAV:Hepatozyten Interaktion 
 
Die Infektionsbiologie der Adeno-assoziierten Viren ist bisher nur zum Teil verstanden 
(1.1.3). In den meisten Untersuchungen verwendete man die humane Cervixkarzinom-
Zelllinie HeLa und beschränkte sich auf den Serotyp 2, der als viraler Vektor bereits in über 
40 klinischen Studien Anwendung gefunden hat (Büning et al., 2008). In der Zwischenzeit 
werden jedoch eine Reihe weiterer Serotypen als virale Vektoren entwickelt und zwei von 
ihnen (AAV1 und AAV8) werden derzeit in der klinischen Anwendung erprobt (Büning et al., 
2008). In dieser Arbeit wurde damit begonnen, die Interaktion der Serotypen 2 und 8 in 
Hepatozyten zu charakterisieren. Hierzu verwendete ich keine Viren sondern virale Vektoren. 
Adeno-assoziierte Viren und AAV basierte Vektoren unterscheiden sich nur in ihrem Genom. 
Da die Interaktion zwischen AAV und der Zelle aber hauptsächlich über das Kapsid erfolgt 
(Stilwell und Samulski, 2004), können für vergleichende Untersuchungen der verschiedenen 
Serotypen Vektoren verwendet werden. In die Kapside der verschiedenen Serotypen können 
dieselben, AAV2-basierten Vektorgenome verpackt werden (Pseudotypisierung; cross-
packaging) (Hildinger et al., 2001; Rabinowitz et al., 2002), was den direkten Vergleich 
erleichtert und die Identifizierung der durch die verschiedenen Kapside verursachten 
Reaktionen der Zelle auf die Infektion erlaubt. Diese Methode der Pseudotypisierung 
wendete ich ebenfalls in meinen Studien an. Die rAAV2- und rAAV8-Vektoren, die eine 
83%ige Homologie (Gao et al., 2002) in der Aminosäuresequenz ihrer Kapsidproteine 
aufweisen, kodierten für GFP in der so genannten self-complementary Genom-Konformation. 
Dabei handelt es sich um DNA-Abschnitte, die auf sich selber zurückfalten können und so in 
der Zelle als doppelsträngige DNA-Genome erkannt werden, so dass sie ohne weitere 
Modifikationen transkribiert werden können. Hierin unterscheiden sich die von mir 
verwendeten Vektoren von den natürlich vorkommenden AAV, die ein einzelstängiges DNA-
Genom aufweisen, das im Zellkern zunächst in einen transkriptionell-aktiven Doppelstrang 
umgewandelt werden muss. Diese Umwandlung erfolgt in Hepatozyten jedoch nur sehr 
ineffizient (Jayandharan et al., 2008). Damit dieser limitierende Schritt die geplanten 
Expressionsstudien nicht beeinträchtigt, entschieden wir uns für die Verwendung 
selbstkomplementärer Genome. Hepatozyten als Bestandteil der Leber sind als Zielzellen für 
gentherapeutische Interventionen interessant. Zum einen akkumulieren virale Vektoren nach 
systemischer Gabe in der Leber, was zur Auslösung inflammatorischer Reaktionen führen 
kann (Raper et al., 2003) und zum anderen können sekretierbare gentherapeutische 
Produkte nach Herstellung in Hepatozyten effizient in das Blutsystem abgegeben werden. 
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Werden zwischen 5 x 1010 und 3 x 1011 AAV2-Partikel pro Maus injiziert, detektiert man 
jedoch nur zwischen 0,3 und 3,9% Transgen-exprimierende Hepatozyten (Miao et al., 2000; 
Nakai et al., 2002; Nakai et al., 2005). Werden andere Serotypen, die dasselbe Vektorgenom 
tragen, injiziert, finden sich deutlich höhere Werte. So berichten Nakai und Mitarbeiter, dass 
die Gabe von 3 x 1011 Partikeln von AAV1 zu 7,7% und von AAV8 zu 14,9% stabil 
exprimierenden Hepatozyten führte (Nakai et al., 2005). Mit 1,8 x 1012 AAV8-Partikeln 
erreichte Nakai 65,8% und mit 7,2 x 1012 sogar 97,4% stabil transduzierte Hepatozyten 
(Nakai et al., 2005), während er mit 3,9 x 1012 AAV2-Partikeln in einer früheren Studie (Nakai 
et al., 2002) nur 8,9% erreichte (dieser Wert war in (Nakai et al., 2005) nicht getestet 
worden). Die „Unfähigkeit“ Hepatozyten zu transduzieren liegt nicht an der Aufnahme des 
AAV2 in die Zelle. In fast 100% der Hepatozyten detektiert man nach Gabe von 1,2 x 1011 
AAV2-Partikeln Vektorgenome (Miao et al., 2000; Nakai et al., 2002). Die Zellaufnahme von 
AAV2 in vivo ist sogar effizienter als für andere Serotypen. Davidoff und Mitarbeiter berichten 
von 1,5fach höheren Genommengen für AAV2 als für AAV8 in der Leber 24 Stunden nach 
Injektion über die Schwanzvene (Davidoff et al., 2005). Ähnliche Ergebnisse berichten 
Thomas und Kollegen (Thomas et al., 2004). 3 Tage nach Injektion in die Portalvene waren 
vergleichbare Mengen von AAV2- und AAV8-Genomen in den Hepatozyten und deutlich 
weniger AAV6- als AAV2-Genome detektierbar, obgleich AAV2 die niedrigste Genexpression 
zeigte (54fach schwächer als AAV8 und 5fach schwächer als AAV6) (Thomas et al., 2004). 
Auch in dieser Studie trugen alle Serotypen dasselbe Vektorgenom.  
Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten nun erste Untersuchungen zur in vitro AAV2/AAV8-
Hepatozyteninteraktion durchgeführt werden. Hierzu wurden zwei Zelllinien verwendet und 
zwar die murine Hepatozyten-Zelllinie H2.35 und die humane Hepatom-Zelllinie HepG2. Als 
Referenzzelllinie verwendete ich die humane Cervixkarzinomzelllinie HeLa. Im Gegensatz zu 
Thomas und Kollegen (Thomas et al., 2004), die in vivo für AAV2 und AAV8 vergleichbare 
Mengen an Vektorgenomen in den Hepatozyten der Mausleber detektieren, zeigten die hier 
durchgeführten quantitativen Analysen, dass AAV2 deutlich effizienter in alle drei Zell-Linien 
aufgenommen wird als AAV8 (Abb. 3-1A), da signifikant mehr intrazelluläre Vektorgenome 
nach einer AAV2 als nach einer AAV8 Applikation per quantitativer PCR nachgewiesen 
werden konnten. Setzt man jedoch die Menge an Transgen-Produkten (quantitative PCR von 
cDNA und Anzahl Transgen-exprimierender Zellen im FACS) in Relation zur Menge an 
intrazellulären Partikeln, so zeigt sich, dass AAV2 zwar sehr effizient die Zellmembran 
passieren kann, dass AAV8 in Hepatozyten aber deutlich effizienter intrazellulär prozessiert 
wird. In HeLa-Zellen dagegen scheint diese intrazelluläre Limitierung für AAV2 nicht 
vorhanden zu sein (Abb. 3-1B und C). Die effizientere intrazelluläre Prozessierung, die ich in 
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meiner Arbeit für AAV8 zeigen konnte, war besonders ausgeprägt in den murinen 
Hepatozyten, aber auch deutlich messbar in der humanen Hepatomazelllinie HepG2. 
 
Um zu untersuchen, ob sowohl AAV2 als auch AAV8 in die perinukläre Region transportiert 
wird, eine Vorraussetzung für eine erfolgreiche Genexpression, markierte ich das AAV8-
Kapsid genetisch mit einem Fluoreszenzprotein. Diese Technik, die eine Visualisierung der 
AAV-Infektion im Mikroskop erleichtert, war zuvor von unserer Arbeitsgruppe für den Serotyp 
2 entwickelt worden. Ich konnte nun zeigen, dass auch AAV8-Kapside den Einbau von 
Fluoreszenzproteinen als Fusion an den N-Terminus von VP2 tolerieren. Neben Varianten 
des Grün-Fluoreszierenden Proteins testete ich alternative Fluoreszenzproteine wie DsRed 
und sein Derivat mCherry. Auch der Einbau dieser Varianten in die Kapside der Serotypen 2 
und 8 konnte mit hoher Effizienz durchgeführt werden. Diese genetisch-markierten AAV-
Vektoren erlaubten zum ersten Mal die Kolokalisierung verschiedener Serotypen in Zellen. 
Dies ist bisher nicht möglich gewesen, da für viele Serotypen keine Antikörper zur Analyse 
zur Verfügung stehen und die zur Verfügung stehenden Antikörper nicht zwischen Serotypen 
unterscheiden können. Neben der erstmaligen Markierung des Serotyp 8 konnte ich auch 
zeigen, dass sich das GFP-VP2 Fusionsprotein auch in das Kapsid einer Mutante des AAV2 
einbauen lässt. Diese fluoreszenzmarkierte PLA2-Mutante wurde in Koinfektionen mit 
AAV2wt eingesetzt, um Hinweise auf die intrazelluläre Lokalisierung beider Viren zum selben 
Zeitpunkt zu gewinnen. Dieses Experiment wurde im Zusammenhang mit der Ergründung 
der Funktion der viralen PLA2 durchgeführt. 
Die Fluoreszenzmarkierung von AAV2 und ihr Einsatz in intrazellulären Untersuchungen war 
zuvor bereits mit chemisch-markierten AAV2 Kapsiden durchgeführt worden (Bartlett et al., 
2000; Seisenberger et al., 2001). Allerdings ist die Markierungseffizienz (1 Farbstoff/Kapsid) 
sehr niedrig, so dass für fluoreszenz-mikroskopische Studien eine große Partikelzahl 
benötigt wird (Seisenberger et al., 2001). Zudem werden hochreine AAV-Präparationen 
benötigt, welche man nur durch eine Affinitätschromatographie oder Gelfiltration zusätzlich 
zur Aufreinigung mittels diskontinuierlichem Gradienten erreicht. Die Aufreinigung mittels 
Affinitätschromatographie ist jedoch nicht für alle AAVs möglich, da entsprechende 
Protokolle bzw. Chromatographiematerial noch nicht beschrieben sind.  
Die Verwendung der genetisch-markierten AAV-Vektoren zeigte, dass die für AAV2 und 
AAV8 detektierten Signale in denselben Bereichen kolokalisieren (3.1.4). Das deutet darauf 
hin, dass beide Serotypen in dieselben intrazellulären Bereiche transportiert werden. Für 
AAV8 können in den verwendeten Hepatozyten deutlich weniger Signale detektiert werden 
als für AAV2. Diese Diskrepanz ist auf die unterschiedliche Internalisierungseffizienz beider 
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Serotypen in den verwendeten Zell-Linien (HeLa, HepG2 und H2.35) zurückzuführen, wie sie 
schon zuvor durch den Nachweis intrazellulärer Partikel gezeigt werden konnte (3.1.1).  
Ein möglicher limitierender Schritt in der AAV-Infektion von AAV2 in Hepatozyten könnte ein 
effizienter proteasomaler Abbau sein. Dies untersuchte ich mit demselben 
Proteasomeninhibitor, den auch Duan und Kollegen in der Maus einsetzten (Duan et al., 
2000). In Einklang mit ihren Ergebnissen beobachtete ich eine deutliche Steigerung der 
Menge an Transgen-exprimierenden Zellen für AAV2 in der murinen Hepatozyten-Zelllinie 
H2.35, allerdings weniger deutlich in der humanen Hepatoma-Zelllinie HepG2  (Abb. 3-7). 
Obwohl die intrazelluläre Prozessierung des AAV8 in Hepatozyten effizienter zu sein scheint, 
kann auch bei diesem Serotyp in den verwendeten murinen und humanen Hepatozyten eine 
Steigerung der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen durch MG132 erreicht werden, im 
besonderen Maß in der murinen Hepatozyten Zelle-Linie H2.35. Während der Anstieg der 
Anzahl Transgen-exprimierender Zellen durch AAV2 in H2.35 Zellen mit der Erhöhung der 
durchschnittlichen Fluoreszenzintensität (MFI) korreliert, bedingt der Anstieg Transgen-
exprimierender Zellen durch AAV8 in diesen Zellen im Verhältnis eine wesentliche 
schwächere Steigerung der MFI. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass der durch 
MG132 in H2.35-Zellen hervorgerufene Effekt abhängig vom Serotyp ist. 
Bisher ist unklar, wie die AAV-Infektion in Hepatozyten (in vivo oder in vitro) erfolgt und 
worauf die unterschiedliche Permissivität (= Fähigkeit zur Genexpression) der Hepatozyten 
für die verschiedenen Serotypen beruht. Zudem gibt es bisher keine Untersuchungen 
darüber, wie die Hepatozyten auf das Eindringen der verschiedenen Serotypen reagieren 
und welche Abwehrmechanismen induziert werden. Ich konnte mit den hier gezeigten 
Experimenten darstellen, dass sich HepG2- und H2.35-Zellen für die in vitro Analyse der 
hepatozytenspezifischen, intrazellulären Blockierung des AAV2, die in vivo im murinen 
System beobachtet werden konnten, eigenen. Aufgrund der Etablierung der genetischen 
Markierung des AAV8 bietet dieses System neben biochemischen auch die Möglichkeit für 
mikroskopische Untersuchungen. Zusätzlich kann mit diesem System auch ein 
speziesspezifischer Unterschied in Hepatozyten zwischen Maus und Mensch getestet 
werden.  
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4.2 Die intrinsische Phospholipase-Aktivität ermöglicht die endosomale 
Freisetzung von Parvoviren 
 
Parvoviren weisen im N-Terminus des größten Kapsidproteins eine Aminosäureabfolge auf, 
wie sie sonst nur in sekretorischen Phospholipasen des Typs A2 (sPLA2) zu finden sind. 
Zádori und Kollegen konnten für das porcine Parvovirus zeigen, dass dieses Motiv in 
Abhängigkeit von Ca2+ (100 µM – 10 mM) PLA2-Aktivität zeigt. Die Mutierung des 
katalytischen Zentrums (41/42 HD/AN) führt zu einer Reduktion der PLA2-Aktivität und der 
Infektiösität um das 105-fache. Es konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante 
hinsichtlich des Eintritts festgestellt werden. Sowohl für Wildtyp als auch für die Mutante 
konnte eine perinukleäre Akkumulation in späten Endosomen beobachtet werden, aber nur 
der Wildtyp zeigt 12h nach Infektion replizierende virale DNA (Zádori et al., 2001). Zu einem 
vergleichbaren Ergebnis kamen Farr und Kollegen für das minute virus of mice (Farr et al., 
2005). Bei diesen Parvoviren handelt es sich um Vertreter der autonomen Parvoviren. 
Adeno-assoziierte Viren sind Dependoviren, d.h. sie benötigen für ihre Replikation und für 
eventuell weitere noch nicht nähere charakterisierte Schritte in ihrem Infektionszyklus die 
Unterstützung anderer nicht-verwandter Viren wie z.B. Adenovirus oder Herpes Simplex 
Virus.  
Auch AAV besitzt in der unique region des VP1-Proteins, das mit einer Anzahl von 5 
Proteinen an der Ausbildung des AAV-Kapsids beteiligt ist, die PLA2-Homologie-Domäne. 
Girod und Kollegen konnten zeigen, dass eine Mutation (41/42 HD/AN) in dem Bereich, der 
dem katalytischen Zentrum entsprechen würde, zu einer drastischen Verringerung der 
Infektiösität von Wildtyp-AAV2 führt. In mikroskopischen Untersuchungen ließen sich 
intrazelluläre Partikel der Mutante nachweisen, woraus die Autoren schlossen, dass die 
Mutation nicht mit der Zellaufnahme interferiert (Girod et al., 2002). Diese Interpretation der 
mikroskopischen Untersuchungen konnte in dieser Arbeit durch quantitative Analysen 
bestätigt werden. Hierzu bestimmte ich die Menge an intrazellulären Vektorengenomen für 
rekombinante AAV2-Vektoren mit einem unmutierten Kapsid im Vergleich zu Vektoren mit 
einem Kapsid, dass die HD/AN-Mutation trug. In beiden Fällen konnten vergleichbare 
Mengen an intrazellulären Partikeln nach eine Stunde p.t. detektiert werden (Abb. 3-8).  
Girod und Kollegen vermuteten, dass die PLA2 entweder für die Freisetzung aus den 
Endosomen oder für den Kerneintritt benötigt wird. Beide Kompartimente sind von 
Membranen umgeben und somit potentielle Substrate für Phospholipasen, die die Hydrolyse 
von Esterbindungen in Glycerophospholipiden katalysieren. Ein ineffizienter Kerntransport 
könnte die deutlich geringere Infektiösität (Girod et al., 2002) und die signifikant niedrigere 
und durch Erhöhung der applizierten Vektormenge nur geringfügig zu steigernden 
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Transduktioneffizienz (bestimmt anhand der Anzahl Transgen-exprimierender Zellen) (Abb. 
3-10A) erklären. Dies würde allerdings implizieren, dass AAV für die Einbringung seiner 
Genome in den Zellkern nicht wie bisher angenommen die NPC verwendet (Grieger et al., 
2006; Sonntag et al., 2006; Qiu und Brown, 1999), sondern die Kernmembran mit Hilfe der 
intrinsischen PLA2-Aktivität – wahrscheinlich nur transient – öffnet. Mutanten könnten in 
diesem Fall nur dann in den Zellkern gelangen und eine erfolgreiche Genexpression 
ausführen, wenn die Kernmembran im Laufe des Zellzyklus aufgelöst wird. Um diesen Punkt 
zu klären, arretierte ich Zellen durch Zugabe von Aphidicolin in G1/S-Phase und inhibierte so 
den Zellzyklus-bedingten Abbau der Kernmembran. Weder auf die Transduktionseffizienz 
(3.2.4) noch auf die nukleäre Akkumulation der Vektorgenome (3.2.5) wirkte sich die 
Aphidicolinbehandlung negativ aus. Dies spricht gegen eine Beteiligung der PLA2 am 
Kerntransport von AAV.  
Ein weiteres wichtiges Argument, das gegen eine Funktion der PLA2 beim Kerneintritt 
spricht, ist die Ca2+-Konzentration [nM] im Cytoplasma. Diese ist im Gegensatz zum 
extrazellulären Raum [mM] sehr niedrig. Die virale PLA2 benötigt jedoch µM-mM Ca
2+-
Konzentrationen für ihre enzymatische Aktivität (Schaloske und Dennis, 2006). 
Auch die zweite Möglichkeit, eine ineffiziente Freisetzung aus den Endosomen, ist mit dem 
beobachteten Phänotyp der Mutante kongruent. In mikroskopischen Untersuchungen konnte 
ich zeigen, dass AAV2 und die PLA2-Mutante nach 2h perinukleär zu detektieren sind (3.2.3). 
Dies stimmt mit den Beobachtungen von Girod und Kollegen überein (Girod et al., 2002). 
Durch Verwendung unterschiedlicher Kapsidmarkierungen konnte ich Koinfektionen 
durchführen, die es mir erlaubten zu zeigen, dass AAV2wt und HD/AN nicht nur in derselben 
Region der Zelle akkumulieren, sondern dass sie kolokalisieren. Da AAV über eine 
Rezeptor-vermittelte Endozytose in Clathrin-bedeckten Vesikeln in die Zelle aufgenommen 
und innerhalb von Endosomen von der Zellperipherie in Richtung Zellkern transportiert wird 
(Bartlett et al., 2000; Douar et al., 2001; Duan et al., 1999; Sanlioglu et al., 2000), könnten 
die perinukleär akkumulierten AAV-Partikel sich noch in Endosomen befinden. Endosomen 
in perinukleären Regionen sind häufig späte Endosomen (Gisou van der Goot und 
Gruenberg, 2006; Piper und Luzio, 2001). Der Übergang von frühen zu späten Endosomen 
kann durch die Zugabe von Brefeldin A blockiert werden (Lippincott-Schwartz et al., 1991; 
Pelham, 1991). Dies führt zur Inhibierung der AAV-Infektion. Wie ich in dieser Arbeit zeigen 
konnte, inhibiert Brefeldin A rekombinante AAV (rAAV)-Vektoren mit der HD/AN-Mutation 
und rAAV-Vektoren mit einem unmodifizierten Kapsid mit gleicher Effizienz (3.2.6), was 
daraufhin deutet, dass für beide eine ordnungsgemäße Reifung der Endosomen essentiell ist 
und dass sich beide in diesen Kompartimenten befinden.  
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Der N-Terminus von VP1, der das PLA2-Motiv aufweist, liegt auf der Innenseite des AAV-
Kapsides verdeckt (Kronenberg et al., 2005). Sonntag und Kollegen konnten zeigen, dass 
der N-Terminus von VP1 erst nach der Internalisierung im Verlauf der Infektion auf dem 
viralen Kapsid exponiert wird. Somit kann die virale PLA2 auch erst zu diesem Zeitpunkt aktiv 
werden. Aufgrund des Zeitpunktes der Exponierung (0.5 – 3h nach Infektion) schlossen sie, 
dass die Exponierung in Endosomen stattfinden muss, wie es auch schon für MVM diskutiert 
worden ist (Mani et al., 2006; Sonntag et al., 2006).  
Für AAV und andere Parvoviren konnte gezeigt werden, dass diese Exponierung des VP1 N-
Terminus in vitro durch Hitze hervorgerufen werden kann (Cotmore et al., 1999; Kronenberg 
et al., 2005; Ros et al., 2006; Vihinen-Ranta et al., 2002). Die Exponierung des N-Terminus 
kann jedoch in anderen Parvoviren als AAV auch durch Lösungen mit niedrigem pH-Wert 
ausgelöst werden, wie man ihn in späten Endosomen findet (Cotmore et al., 1999; Ros et al., 
2006; Suikkanen et al., 2003; Vihinen-Ranta et al., 2002). Für AAV konnte bislang keine 
Exponierung durch niedrigen pH-Wert erreicht werden. Sonntag und Kollegen konnten unter 
physiologischen Bedingungen zwar ab pH 4 und niedriger eine Exponierung beobachten, 
jedoch wurde gleichzeitig auch der C-Terminus der Kapsidproteine detektiert, was auf eine 
Denaturierung der Kapside aufgrund der Behandlung hinweist. Eine Verhinderung der 
Ansäuerung der Endosomen mit Bafilomycin A1 verursachte nur einen Rückgang der 
Exponierung um knapp die Hälfte. Daher diskutieren die Autoren, dass in vivo die 
Ansäuerung der Endosomen allein nicht ausreicht, um die Exponierung zu induzieren 
(Sonntag et al., 2006). Obwohl Bafilomycin A1 nur teilweise die Exponierung des VP1 N-
Terminus inhibieren kann, induziert es trotzdem einen dramatischen Abfall der 
Genexpression sowohl des AAV2 wt als auch der PLA2-Mutante (3.2.7; Bartlett et al., 2000; 
Douar et al., 2001). Dieser beobachtete Effekt ist daher wahrscheinlich durch eine Vielzahl 
von weiteren Faktoren verursacht. Bafilomycin A1 beeinflusst neben der Verhinderung der 
Ansäuerung von Endosomen z.B. auch die Regulation des Ca2+-Einstrom und verhindert die 
Formierung von endosomalen carrier vesicles, eine Stufe endosomaler Vesikel zwischen 
frühen und späten Endosomen, die auch als multi vesicular bodies (MVB) bekannt ist 
(Christensen et al., 2001; Clague et al., 1994; Gisou van der Goot und Gruenberg, 2006; 
Menteyne et al., 2006). 
Die Exponierung von 50% der N-Termini von VP1 wird jedoch durch Bafilomycin A1 
verhindert. Die Reduktion der Restaktivität der PLA2-Mutanten kann auch durch mögliche 
zusätzliche „Funktionen“ der unique region der VP1-Proteine erklärt werden, und impliziert, 
dass diese Funktionen für die Erhaltung der Restaktivität der PLA2-Mutante essentiell sind. 
Bei diesen Funktionen könnte es sich um NLS-Sequenzen handeln (Grieger et al., 2006; 
Sonntag et al., 2006), die für den Kerntransport benötigt werden könnten. Wenn diese 
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Sequenzen tatsächlich diese Funktionen während der Infektion von AAV2 erfüllen, dann ist 
dies ein weiteres Argument, das gegen eine PLA2-vermittelte Kernmembranzerstörung als 
Kerneintrittsmechanismus spricht.  
All diese Ergebnisse sprachen dafür, dass die PLA2-Domäne in Dependoviren dieselbe 
Funktion erfüllt wie in autonomen Parvoviren, nämlich die Freisetzung aus den Endosomen 
(Farr et al., 2005). Sowohl für AAV2 als auch für die PLA2-Mutante konnte 2h p.t. eine 
deutliche perinukleäre Akkumulation beobachtet werden. Tatsächlich zeigen späte 
Endosomen eine pleiomorphe sphärische Struktur, die teilweise tubulär und zisternenartig ist 
und sich häufig in perinukleären Bereichen befindet (Gisou van der Goot und Gruenberg, 
2006; Piper und Luzio, 2001). Um zu zeigen, dass die PLA2 des AAV2 für die Freisetzung 
aus Endosomen eingesetzt wird, verwendete ich die endoosmolytische Aktivität von 
Adenoviren unter der Annahme, dass in Endosomen in denen sich AAV und Adenoviren 
gleichzeitig befinden, die endoosmolytische Aktivität der Adenoviren der Freisetzung der 
PLA2-Mutante assistieren könnte. Bei Verwendung von wtAd beobachtete ich, dass 
Adenoviren sowohl die Transduktionseffizienz von AAV2 mit unmodifizierten Kapsid als auch 
von AAV mit der HD/AN-Mutation erhöhen, wobei der Effekt für die Mutante signifikant höher 
war. Die Verwendung von rekombinanten Adenoviren, die keine adenoviralen Gene mehr 
aufweisen, beeinflusste jedoch ausschließlich die Transduktionseffizienz der HD/AN-
Mutante. Hieraus lassen sich folgende zwei Punkte schließen: I) adenovirale Gene 
unterstützen die Transduktion rekombinanter AAV-Vektoren und haben nicht nur einen 
positiven Effekt auf die Transduktionseffizienz von Wildtyp-AAV und II) die endoosmolytische 
Aktivität des adenoviralen Kapsids kann die PLA2-Mutation in trans aufheben. Dass die 
endoosmolytische Aktivität für den Steigerung der Transduktionseffizienz der PLA2-Mutante 
verantwortlich ist, konnte ich durch Verwendung eine adenoviralen Mutante zeigen, die die 
Endosomen nicht mehr lysieren kann und die zu keiner Steigerung der 
Transduktionseffizienz der HD/AN-Mutante führte. 
Auch für das Parvovirus minute virus of mice (MVM) wurde die Funktion der PLA2 für den 
Austritt aus den Endosomen beschrieben (Farr et al., 2005). Farr und Kollegen konnten bei 
Koinfektion der MVM-PLA2-Mutante mit Ad5 allerdings eine deutlich stärkere Steigerung der 
Genexpression detektieren. Für diesen Unterschied lässt sich vor allem ein wichtiger Grund 
aufführen. Der Primärrezeptor von AAV2 ist HSPG (Summerford und Samulski, 1998). Auch 
Ad2/5 bindet an diesen Rezeptor, so dass eine Konkurrenz um Bindestellen entsteht, und 
Ad2/5 wird wie AAV2 über Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen 
(Dechecchi et al., 2001; Varga et al., 1991; Wang et al., 1998). Bei einer Koinfektion von 
A2/5 und MVM tritt keine Konkurrenz um Rezeptoren auf, da für MVM Sialinsäuren als 
Rezeptor beschrieben sind (Nam et al., 2006). Die Visualisierung einer Koinfektion von Ad5 
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und AAV2 bzw. PLA2-Mutante bestätigt diese Annahme (3.2.8.4). Zu einem frühen Zeitpunkt 
der Infektion können nur einige Kolokalisationen von AAV2 bzw. PLA2-Mutante und Ad5 
beobachtet werden, was dafür spricht, dass sich aufgrund der Konkurrenzsituation um den 
Rezeptor nur zum Teil beide Viren in demselben Endosom befinden, was in den anderen 
Fällen einen Effekt durch die adenovirale Lyse der Endosomen verhindert. 
Ein weiterer Hinweis auf die Endosomen als Ort der PLA2-Aktivität konnte durch das 
Proteasomen-Blockade-Experiment gewonnen werden. Die Zugabe von MG132 führte zu 
einem signifikanten Anstieg in der Transduktionseffizienz für die Mutante jedoch nicht für 
AAV mit einem Wildtyp-Kapsid. MG132 ist als Verbindung bekannt, die den Ubiquitin-
Proteasom-Signalweg im Zytoplasma inhibiert (Lee und Goldberg, 1998). Dass die Funktion 
dieser Verbindung bei weitem nicht so streng eingegrenzt werden kann, zeigen mehrere 
Publikationen der letzten Jahre. Das Ubiquitin-Proteasom-System fungiert nicht nur im 
Zytoplasma, sondern nimmt auch Einfluss auf die Internalisierung von membranständigen 
Liganden-gebundenen Rezeptoren mittels Endozytose und induziert deren Degradierung in 
Lysosomen (Alves dos Santos et al., 2001; van Kerkhof et al., 2001; Longva et al., 2002; 
Mukhopadhyay und Riezman, 2007). Daher kann MG132 durch die Inhibierung des 
Ubiquitin-Proteasom-Signalwegs wahrscheinlich auch die Degradierung der PLA2-Mutante in 
Lysosomen verhindern. Diese Interpretation erklärt auch, warum beim Einsatz von 
rekombinantem Ad5 und MG132 ein additiver Effekt für die PLA2-Mutante nachzuweisen ist, 
da das rekombinante Ad5 einem Teil der internalisierten PLA2-Mutanten den Übertritt aus 
den Endosomen in das Cytoplasma ermöglicht und das MG132 die Degradierung der 
Vektoren verhindert, die sich noch in den Endosomen befinden. 
Dass autonome Parvoviren und das Dependovirus AAV sich nicht immer gleich verhalten 
müssen, zeigt die Behandlung mit MG132. Während MG132 für AAV2 zu einer Steigerung 
der Transgen-exprimierenden Zellen führt, verhindert MG132 bei autonomen Parvoviren wie 
MVM und dem caninen Parvovirus die Translokation in den Zellkern und somit die 
Genexpression (Ros und Kempf, 2004). 
Unterstützt wird die Schlussfolgerung, dass die virale PLA2 für den Austritt des Virus aus den 
Endosomen benötigt wird, durch die Ca2+-Konzentration [µM], die in Endosomen vorherrscht 
und die für die enzymatische Funktion der viralen PLA2 essentiell ist (Gerasimenko et al., 
1998; Gerasimenko und Tepikin, 2005; Menteyne et al., 2006; Pillay et al., 2002; Schaloske 
und Dennis, 2006). 
Die PLA2-Funktion von AAV2 scheint die endosomale Membran nur sehr lokal begrenzt zu 
öffnen, da eine Koinfektion von AAV2 wt mit der PLA2-Mutante keine signifikante Steigerung 
der Genexpression der Mutante induzieren konnte (3.2.10). Auch beim caninen Parvovirus 
(CPV) konnte kein bzw. nur das Entlassen kleiner Moleküle aus den Endosomen durch die 
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Infektion beobachtet werden, was ebenfalls ein größeres Aufbrechen der Membran durch die 
PLA2 ausschließt (Parker und Parrish, 2000; Suikkanen et al., 2003). 
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass alle Ergebnisse meiner Arbeit 
darauf hindeuten, dass die Aufgabe der PLA2-Domäne in AAV-Kapsiden die Freisetzung der 
viralen Partikel aus den Endosomen ist. Eine ähnliche Funktion wurde für das Protein VI der 
Adenoviren beschrieben. Hier führt die Ansäuerung zu einem partiellen Abau des Kapsids 
und zur Freisetzung des Adenovirusproteins VI, das dann die Lyse der Membran induziert 
(Wiethoff et al., 2005).  
Da die Ansäuerung der Endosomen mit zur Exponierung des VP1 N-Terminus beiträgt, ist 
die PLA2-Aktivierung mit dem pH-Wert der Endosomen gekoppelt und ermöglicht so eine 
zeitlich sehr gute Steuerung der Freisetzung des AAV, nämlich in der Nähe des Zellkerns. 
Durch die Vermeidung eines langen Transport als freies Viruspartikel im Zytoplasma kann 
auch eine mögliche Degradierung effizienter verhindert werden. Der Transport durch frühe 
und späte Endosomen schützt somit das Virus vor der Erkennung durch die Zelle. 
 
 
4.3 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass sich HepG2- und H2.35-Zellen für die in 
vitro Analyse der hepatozytenspezifischen, intrazellulären Blockierung des AAV2, die in vivo 
im murinen System beobachtet werden konnte, eignen. Aufgrund der Etablierung der 
genetischen Markierung des AAV8 bietet dieses System neben biochemischen auch die 
Möglichkeit für mikroskopische Untersuchungen. Zusätzlich kann mit diesem System auch 
ein speziesspezifischer Unterschied in Hepatozyten zwischen Maus und Mensch getestet 
werden.  
In weiteren Experimenten soll nun mit diesem System detailliert geklärt werden, an welcher 
Stelle die intrazelluläre Blockierung von AAV2 in Hepatozyten erfolgt. Dafür sollen 
Verbindungen eingesetzt werden, die verschiedene Schritte des Infektionsweges blockieren 
(z.B. Brefeldin A und Bafilomycin A1). Auch mikroskopische Untersuchungen mit Markern 
verschiedener Kompartimente sollen weiteren Aufschluss geben. Zudem soll überprüft 
werden, ob möglicherweise eine mangelnde Konformationsänderung des AAV2 Kapsids im 
Vergleich mit dem AAV8 Kapsid in den Endosomen zu einem verminderten Austritt des 
Serotyp 2 aus diesem Kompartiment führt. Auch eine mögliche Reaktion des angeborenen 
Immunsystems auf eine AAV2 und AAV8 Infektion soll untersucht werden. Für diese 
Versuche sollte das System auch auf primäre murine und primäre humane Hepatozyten 
ausgeweitet werden. 
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Ein großer Bestandteil dieser Doktorarbeit war die Untersuchung der Funktion der viralen 
PLA2 am N-Terminus des VP1. Diese ist essentiell für die Infektion von AAV2 und ist in allen 
untersuchten AAV-Serotypen hochkonserviert. In meinen Experimenten konnte ich zeigen, 
dass diese weder für den Eintritt in die Zelle noch für den Eintritt in den Zellkern, sondern für 
den Austritt aus den Endosomen benötigt wird. In folgenden Versuchen sollen die genauen 
Begleitumstände der PLA2-Funktion untersucht werden. Zu welchem Zeitpunkt erfolgt der 
Austritt aus den Endosomen genau?  Welche Ca2+-Konzentrationen und welcher pH-Wert 
muss zu diesem Zeitpunkt herrschen? Gibt es Faktoren, die eine konkrete Induzierung der 
PLA2-Funktion veranlassen. Zudem ist für AAV immer noch nicht geklärt, wie die 
Konformationsänderung in Endosomen erfolgt.  
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